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c a s i  un s i g l o  que e l  enigma rlel cgncer  h a  s i d o  a t a -  
cad0 desde mGl t ip les  puntos de v i s t a ,  per0  r e c i 6 n  en l a  GI- 
I t ima d6cada s e  ha vislumbrado l a  p o s i b i l i d a d  de i n t e g r a r  l a  
I copiosa  informacidn acumul ada.  
Numerosas han s i d o  l a s  t e o r l a s  pos tu ladas  pa ra  e x p l i c a r  
F ' I l a  o  l a s  causas  que conducen a  l a  t rans formacidn  c e l u l a r ,  
basadas  en ev idenc i a s  exper imenta les .  La d i v e r s i d a d  de f a c -  
t o r e s  p ropues tos  como c a u s a l e s  del  cgncer  abarca  ca rc in6ge-  
I  
nos (quimicos,  r a d i a c i o n e s ,  f a c t o r e s  ambiental  e s )  , fendmenos 
I inmunoldgicos,  cambios metabdl i c o s ,  f a c t o r e s  h e r e d i t a r i o s .  
romosdmicas, v i r u s  o n c o g h i  
- . 
C O S ,  e n t r e  o t r o s  
Las h i p d t e s i s  formuladas sob re  e l  o r i g e n  de l a  oncog6ne- 
sis  no han s i d o  capaces h a s t a  hace  poco t iempo, de i n t e g r a r  
rk t o t a l m e n t e  e l  cfimulo de informacidn ace rca  de 10s  eventos  
K que ocu r r en  du ran t e  1  a  t rans formacidn  ce l  ul a r .  Quizgs l a  m5xima d i f i c u l t a d  r e s i d e  en l a  confusi6n de 
I. c o n s i d e r a r  un fendmeno cono causa  p r imar i a ,  cuando Bste  sd -  - 10 c o n s t i t u y e  un e f e c t o ,  un f a c t o r  desencadenante ,  o  una causa  s ecunda r i a .  E s t e  e r r o r ,  t a n  s e n c i l l o  a  s imple  v i s t a ,  
s e  comprende en toda  s u  magnitud s i  pensamos en l a s  dramgt i -  
l c a s  d i f e r e n c i a s  que e x i s t e n  e n t r e  una cBlula  normal y una 
I t ransformada.  
sr o t r a  p a r t e ,  s e  debe t e n e r  en cuen ta  aue e l  e s t a h l e -  
cimiento de una neoplas ia  en un organism0 es  e l  resu l tado  de 
l a  i n t e r a c c i 6 n  e n t r e  cg lu las  ya transformadas y  s u  entorno. 
Dicha in te racc i6n  c o n s i s t e  no s61o en l a  in f luenc ia  de f ac -  
t o r e s  e spec l f i cos  del t e j i d o  en e l  cual s e  d e s a r r o l l a ,  s in0  
tambien a  l a  que e je rcen  o t ros  s is temas sobre 61, como por 
ejemplo, e l  s is tema inmunol6gic0, e l  end6crin0, e t c .  
Ademss, e s  necesar io  cons iderar  que para entender pro- 
fundamente e l  mecanismo de l a  transformaciGn, que conduce a  
l a s  c6 lu las  a  d i v i d i r s e  y d i f e r e n c i a r s e  en forma an6mala, s e  
deber la  conocer tambi6n c6mo una c6 lu la  normal con t ro la  su  
propio crecimiento y  d i fe renc iac i6n ,  y  desgraciadamente, aGn 
es  d i f z c i l  poder hace r l c .  
Dentro de e s t e  in t r incado  panorama, ex i s t en  numerosas 
d i f i c u l  t ades  para e s t ab l  ecer  l a  vec to r i a l  idad causa-efecto 
e n t r e  m i i l  t i p 1  es  eventos . Sin embargo, 1  a  tecnol ogla moderna 
ha suminis trado v a l i o s a  informaci6n, y  ha permitido, a1 me- 
nos parcialmente,  1  a  comprensi6n e  i n t e r r e l  aci6n de dichos 
fen6menos. 
Se acepta  generalmente que l a  d i ferenciac i6n  c e l u l a r  de 
un determinado grupo de c6 lu las  s e  h a l l a  asociado con l a  ac-  
t i v i d a d  de un grupo p a r t i c u l a r  de genes y con l a  inac t iv idad  
de o t r o s  . Las manifestaciones fenot  Zpicas derivan del car5c- 
t e r  genot lpico de una c g l u l a ,  y  l a  in te racc i6n  de ambos com- 
ponentes e s  esencia l  para  mantener e l  estado de normalidad 
ce l  ul  a r  . 
Cier tos  cambios en e s t e  e q u i l i b r i o  s e  asocian con e l  e s -  
I t ad0  de ma1 ign idad  de l a s  c 6 l u l a s .  
f u e r e  e l  mecanismo de l a  t rans formacidn ,  l a s  
l+ceptadas en l a  a c t u a l i d a d  incluyen e l  corrcepto de 
I -I 
un cambio a  n i v e l  del  ADN de l a s  c 6 l u l a s  neop l5s i ca s .  Como 
I f u e r a  mencionado, d ichos  cambios podr ian s e r  b i en  l a  causa I 
c e s i d n  de mfi l t ip les  eventos  que conducen a  l a  formacidn de 
una pat01 o g l a  ma1 igna .  
Una mejor comprensidn del  s i g n i f i c a d o  de l a s  a l t e r a c i o -  
nes  a e l  ADN r e q u i e r e  t e n e r  en cuen ta  l a  compleja o rgan izac idn  
! 1 de l  genoma e u c a r i o t e ,  c a r a c t e r i z a d o  por I  a  gran he t e roeene i -  
. c i 6 n  de s u  exp re s idn .  
LY 
Exi s t en  numerosas c l a s i f i c a c i o n e s  a1 r e s p e c t o ,  per0  en 
genera1 s e  a c e p t a  l a  e x i s t e n c i a  de dos c l a s e s  fundamentale< 
I h a s t a  a1 50% de l  ADN c e l u l a r .  Su l ong i tud  promedio o s c i l a  
. e n t r e  1 0 0 0 - 4 0 0 0  pa re s  de bases  (5p) .  Son tambi6n denominadas 
I 
: informacional  e s  , pues to  que son ,  en s u  mayorla,  t r a n s c r i p t a s  
m ' a  ARNs que luego s e r l n  t r aduc idos  a  po l ipep t idos  o  p r o t e i n a s .  
S i n  embargo, no todas  l a s  secuenc ias  informacionales  son G- 
n i c a s .  Por e jemplo,  10s  genes de h i s t o n a s  s e  h a l l a n  r e p e t i -  
v a r i a s  veces por genoma hap lo ide .  
I 
b)  Secuencias  r e p e t i t i v a s :  Aparecen v a r i a s  veces por  
cada genoma h a p l o i d e .  Se subdiv iden  a  s u  vez en dos ca tego-  
r l a s  : 
6  i )  Altamente r e p e t i t i v a s :  13 cop ias  por genoma. Se 
encuent ran  agrupadas y son r e l a t i vamen te  c o r t a s  (desde 6  bp 
h a s t a  v a r i o s  c i e n t o s ) .  Se Cree que son componentes e s t r u c t u -  
r a l e s  de 10s  cromosomas, l o c a l i z a d a s  fundamentalmente en po- 
s i c i o n e s  centromgricas  y t e lom6r icas  de he te rocromat ina ;  s e  
desconoce s u  func i6n  ( 1 8 ) .  Dentro de e s t a  c a t e g o r l a  s e  encon- 
t r a r l a n  10s  denominados ADNs s a t 6 l i t e s .  En general  no son ac -  
t i v a s  t r a n s c r i p c i o n a l m e n t e ,  aunque s e  observ6 que en algunos 
casos  (19 a  22) s e  t r a n s c r i b e n  du ran t e  l a  oog6nesis ,  jun to  
con 10s  genes de h i s t o n a s ,  e n t r e  10s  c u a l e s  s e  h a l l  an d i s p e r -  
S O S  . 
5 i i )  Moderadamente r e p e t i t i v a s :  l o 3  - 10 copias  por 
genoma hap1 o ide  (1 4 )  . Se ha1 I an  i n t e r c a l a d a s  con secuenc ias  
Gnicas ,  y pueden s e r  c o r t a s  o  l a r g a s .  Las pr imeras  pueden t e -  
n e r  e n t r e  300 y 200 bp.  Forman d i f e r e n t e s  f a m i l i a s .  Cada f a -  
m i l i a  a  s u  vez ,  puede poseer  e n t r e  10 y 500.030 miembros, e s  
d e c i r ,  s ecuenc i a s  n u c l e o t l d i c a s  semejantes  e n t r e  s l .  La m5s 
impor tan te  y mejor c a r a c t e r i z a d a  e s  l a  f a m i l i a  denominada 
Alu, pues to  que en e l  c e n t r o  de s u  secuenc ia  de 300 bp e x i s -  
t e  una suces i6n  de base s ,  AGCT, capaz de s e r  reconocida  y 
c l  ivada  por  l a  endonucleasa Alu I (23 a  26) .  
Las s ecuenc i a s  r e p e t i t i v a s  l a r g a s  o s c i l a n  e n t r e  5 y 
7 Kbp. Algunas son  semejantes  a  10s  llamados LTR ( long  t e r -  
minal r e p e a t s )  de 1 0 s  p r o r e t r o v i r u s .  Es t a s  s ecuenc i a s  e s -  
t a r i a n  r e l a c i o n a d a s  a  elementos m6viles del  genoma, capa-  
c e s  de t r a n s p o n e r s e ,  e s  d e c i r ,  t r a n s p o r t a r  de un jugar  del  
genoma a  o t r o ,  a c i e r t a s  porc iones  de ADN. 
La d i s t r i b u c i 6 n  de t odas  e s t a s  secuenc ias  v a r l a  segfin 
l a  e s p e c i e ,  y en general  s e  encuentran i n t e r c a l a d a s  en de-  
terminadas  porc iones  de l  genoma. 
En p a r t i c u l a r ,  e l  ADN humano posee aproximadamente 
9 2,s x 10 bp (28 )  y e n t r e  20 a  30 % de secuenc ias  r e p e t i t i -  
vas  (15,  23) .  
A1 menos e l  50% del  genoma humano p r e s e n t a  un a r r e g l o  
llamado de "periodo cor to" ,  en e l  cual  s ecuenc i a s  r e p e t i t i -  
vas  c o r t a s  (100 a  300 bp) e s t g n  i n t e r c a l a d a s  con secuenc i a s  
d n i c a s  de 2 .  Kbp aproximadamente. 
E l  ADN humano tambien con t i ene  o t r o s  t i p o s  de a r r e g l o s :  
En t r e  6 a 1 0  % corresponde a  ADN s a t g l i t e  ( secuenc ias  a l t a -  
mente r e p e t i t i v a s  , c o r t a s  y en t5ndem) (1 3 )  . Exi s t en  as imis  - 
mo secuenc i a s  r e p e t i t i v a s  de m5s de 300 bp ( 2 8 ) ,  y l a r g a s  
s ecuenc i a s  Gnicas ,  no i n t e r c a l a d a s  con secuenc ias  r e p e t i t i -  
vas ( 2 9 ) .  
P a r t i c u l a r  i n t e r &  r e v i s t e  e l  e s t u d i o  de c i e r t o  t i p 0  de 
s ecuenc i a s  r e p e t i t i v a s  denominadas pal indr6micas  o  i n v e r t i -  
das  (30) que poseen una s i m e t r l a  r o t a c i o n a l  complementaria 
de 180'. Vale d e c i r  que e s  por l o  t a n t o  p o s i b l e  s u  comple- 
mentar idad i n t r a c a t e n a r i a ,  como puede v e r s e  en e l  s i g u i e n t e  
ejemplo:  
C A G G .  4 . C C T G  C A G G .  C A G G .  
G T C C .  . G G T A  __3 G T C C .  : + G T C C .  
E s t a s  secuencias ,  pueden con tener  o  no s ecuenc i a s  i n t e r -  
c a l  a d a s ,  simbol i z a d a s  por  puntos en e l  esquema a n t e r i o r .  
Se admite  que l a s  a l t e r a c i o n e s  en l a s  secuenc ias  de ADN 
inducen cambios en l a  expres i6n  genetics, probablemente su-  
f i c i e n t e s  como pa ra  gene ra r  t rans formaci6n  c e l u l a r .  
Numerosas i n v e s t i g a c i o n e s  r e a l i z a d a s  du ran t e  l a  Gltima 
d6cada han a l e n t a d o  l a  p r e s e n t e  bfisqueda. Cabe c i t a r  e n t r e  
e l l a s  10s  h a l l a z g o s  de J e l i n e k  y  col  . (31 ) ,  quienes  encon t r a -  
ron s ecuenc i a s  i n v e r t i d a s  en e l  ARN heterog6neo n u c l e a r ,  s i -  
m i l a r e s  a l a s  medianamente r e p e t i t i v a s  de l  ADN, per0 i n e x i s -  
t e n t e s  en e l  ARN mensajero maduro. Se v e r i f i c a  as: l a  t r a n s -  
c r i p c i 6 n  de l a s  mismas , sug i r i endo  e s t a r  invo lucradas  en e l  
procesamiento  del  ARN n u c l e a r .  Esto  imp1 i c a  1  a  p o s i b i l  idad  
de  a d j u d i c a r l e s  un r o l  r e g u l a t o r i o  en l a  expres i6n  ggnica .  
A1 r e s p e c t o ,  J e l i n e k  y col  . (1 3) pos tu l an  que e s t a s  s e -  
cuenc i a s  r e p e t i t i v a s  s e r i a n  elementos de reconocimiento ,  i n -  
vo lucrados  en mecanismos de exp re s i6n  gen6 t i ca  o  de ADN pa -  
r a s 2 t i c o .  A  s u  vez ,  t r a n s c r i p t a s  t a n t o  en p recu r so re s  de 
ARN mensajero como en ARN d i s c r e t o  ( 2 7 ) ,  t e n d r i a n  movi l idad 
den t ro  de l  genoma, como ya f u e r a  ind icado .  En l a  a c t u a l  idad  
e x i s t e  informaci6n ace rca  de s u  e s t r u c t u r a  y  a soc i ac i6n  
con secuenc i a s  in formaciona les  o  f in icas ,  pe r0  afin s e  des -  
conoce s u  funci611, que s e r i a  e s t r u c t u r a l  y /o  r e g u l a t o r i a .  
La i d e a  de l a  p o s i b l e  e x i s t e n c i a  de elementos gen6t icos  
c e l u l a r e s  capaces de a c t i v a r  reg iones  del  ADN por  algfin p ro-  
ceso  de transposici611, provee un a t r a c t i v o  modelo pa ra  coor-  
d i n a r  l a  exp re s i6n  de f a m i l i a s  de mul t igenes ,  o  b i e n  de ge- 
ne s  s imp le s ,  repr imidos  du ran t e  e l  d e s a r r o l l o  de 10s  d i f e r e n -  
t e s  t e j i d o s  ( 2 7 ,  32) .  
Numerosas ev idenc i a s  han demostrado que,  a1 menos en 
c i e r t o  t i p 0  de enfermedades n e o p l 5 s i c a s ,  l a  t rans formaci6n  
c e l u l a r  s e  debe a  l a  a d q u i s i c i 6 n  de genes con capacidad on- 
coggnica ,  y fueron  denominados por  t a n t o  oncogenes. Es tos  son 
por tados  por  algunos r e t r o v i r u s ,  10s  cua l e s  hace algunos afios 
fueron  sefialados como e l  agen te  e t i o l 6 g i c o  del  c5ncer  (33,  
3 4 ) .  S i n  embargo en l a  GI t ima d6cada f u e  p o s i b l e  d i l u c i d a r  
que 10s r e t r o v i r u s  actGan t a n  ~ 6 1 0  como vec to re s  de 10s  on- 
cogenes (1  2 ,  35 a  3 8 ) ,  10s  c u a l e s  en r e a l  i dad  tambi6n e x i s -  
t e n  en  c 6 l u l a s  normal e s ,  como genes c e l u l a r e s .  Const i tuyen 
10s  11 amados proto-oncogenes ,  u  oncogenes c e l u l a r e s  no a c t i -  
vados.  Su a c t i v a c i 6 n  por  d ive r sos  mecanismos ( t r a n s d u c c i h  
por  r e t r o v i r u s ,  mutaci6n,  aumento de s u  expres i6n)  l o  t r a n s -  
fo rmar ia  en un oncogen propiamente dicho.  
E x i s t e  l a  p o s i b i l i d a d  de que en algunos c a s o s ,  10s  pro-  
t o -  oncogenes s e  t ransformen en oncogenicos b a j o  l a  i n f l u e n -  
c i a  de e l  ementos de con t ro l  de o r igen  v i r a l  o  c e l u l a r ,  10s  
c u a l e s  p a r a  i n t e r p o n e r s e  i n v o l u c r a r l a n  secuenc ias  i n v e r t i d a s .  
E j e r ce rzan  s u  acc i6n ,  por  ejemplo,  por  modif icaci6n d i r e c t a  
de1  gen o  de s u  s i t i o  promotor ( e f e c t o  c i s )  o  b i e n  i n d i r e c -  
tamente por  e f e c t o  sob re  algGn o t r o  gen r e g u l a t o r i o  ( e f e c t o  
t r a n s )  , r e s u l  tando f  inalmente  un aumento de t r a n s c r i p c i 6 n  de 
10s genes adyacentes .  En algunos casos  ( 1 4 ) ,  dicha  yuxtapo- 
s i c i 6 n  causa  una mutaci6n que impide l a  t r a n s c r i p c i 6 n .  
Se ha d e s c r i p t o  que c 6 l u l a s  t ransformadas  de r a t 6 n  po- 
s e e n  mayor c a n t i d a d  de c i e r t a s  secuenc ias  r e p e t i d a s  que l a s  
normales ( 3 9 ) .  Por l o  t a n t o  l a  i n s e r c i 6 n  de secuenc ias  repe-  
t i t i v a s  en determinados l o c i  puede provocar  f u e r t e s  v a r i a c i o -  
nes  f e n o t l p i c a s  ( 1 4 ,  32) .  
Dado que e x i s t e n  pa t rones  e specz f i cos  de d i s t r i b u c i 6 n  y 
d i s p e r s i 6 n  e n t r e  10s  d i f e r e n t e s  t i p o s  de secuenc ias  gen6mi- 
c a s ,  l a  expres i6n  g6nica d i f e r e n c i a l  s e r l a ,  a1 menos en p a r -  
t e ,  e l  r e s u l t a d o  de l a  ub i cac i6n  e s p e c l f i c a  de determinadas 
s ecuenc i a s  r e p e t i t i v a s  den t ro  del  genoma (32) y  c u a l q u i e r  
a l t e r a c i 6 n  de l a  misma provocar la  v a r i a b i l i d a d  f e n o t l p i c a .  
S in  embargo e l  mecanismo d e s c r i p t o  no e s  e l  Gnico por 
e l  cual  e s  p o s i b l e  p e r m i t i r  o  modular l a  expres i6n  de d e t e r -  
minados genes.  
- 
Ent re  o t r o s ,  s e  p o s t u l a  que l a  modi f icac i6n  p o s t - r e p l i c a -  
t i v a  de base s  en e l  ADN, como por ejemplo l a  m e t i l a c i h ,  e s -  
t 5  r e l a c i o n a d a  con l a  expres i6n  geng t i ca  (40,  41) .  
Hace m5s de t r e i n t a  aiios que S. Lu r i a  (42,  43) demostrd 
en b a c t e r i a s  l a  e x i s t e n c i a  de s i s t emas  enzim5t icos  capaces 
de a d i c i o n a r  grupos m e t i l o s  a  l a  p o s i c i 6 n  6  de l a  aden ina ,  
6  5 de l a  c i t o s i n a ,  en c i e r t a s  secuenc ias  e s p e c l f i c a s .  
Aunque algunos t i p o s  de b a c t e r i d f a g o s  p re sen t an  va- 
r i a s  bases  modif icadas  (44 ) ,  e l  ADN de b a c t e r i a s  y e u c a r i o -  
t e s  posee como Gnicas bases  modificadas 5mC y 6mA (45 a  4 9 ) .  
Es tos  filt imos p re sen t an  can t idades  y d i s t r i b u c i 6 n  in t r agen6-  
mica de 5mC r e l a t i v a m e n t e  c o n s t a n t e s ,  l o  cual  s u g i e r e  l a  
e x i s t e n c i a  de algGn r o l  e s p e c f f i c o  de e s t a  base  me t i l ada .  
S i n  embargo, e l  ADN b a c t e r i a n o  p r e s 2 n t a  mayor v a r i a c i 6 n  
en cuan to  a  l a  can t idad  y t i p o  de secuenc ias  en l a  que ocu- 
r r e  m e t i l a c i 6 n  de r e s iduos  de c i t o s i n a  (45) .  Por l o  t a n t o  l a  
o  l a s  funciones  de l a  m e t i l a c i 6 n  en organismos e u c a r i 6 t i c o s  
p o d r l a  s e r  d i f e r e n t e  que en p r o c a r i o n t e s .  
En e u c a r i o t e s  i n f e r i o r e s  c o e x i s t e  l a  6mA como base  me t i -  
l a d a ;  en ve r t eb rados  y p l a n t a s  s u p e r i o r e s ,  5mC aparece  co~no 
e l  Gnico r e s i d u o  modificado ( 4 9 ) ,  como asF tambi6n en ADN de 
mi tocondr ias  y c l o r o p l a s t o s  (50 a  54) .  
En e u c a r i o t e s  s u p e r i o r e s ,  aproximadarnente e n t r e  2 a1 7 %  
de 10s  r e s i d u o s  de c i t o s i n a  t o t a l e s  s e  h a l l a n  met i l ados  (46) 
y e s t o  r e p r e s e n t a  e n t r e  e l  1 a1 3% de l a  composici6n t o t a l  
de bases  (45 ) .  
E x i s t e  tambign una cons t anc i a  en e u c a r i o t e s  s u p e r i o r e s  
en cuan to  a1 r e s iduo  m5s f recuentemente  encontrado jun to  a  
5mC en  d i r e c c i 6 n  3 ' ,  guanina ,  per0  no en d i r e c c i 6 n  5 ' .  Por 
d i v e r s o s  mgtodos anal  lt i c o s  fue  pos ib l  e  de t e rmina r ,  en ADN 
~ r o v e n i e n t e  de timo de t e r n e r a ,  c 6 l u l a s  HeLa y e r i z o  de mar, 
que m5s del  95% de 10s  r e s iduos  de 5mC s e  encuent ra  en d i -  
r e c c i 6 n  3' jun to  a  uno de guanina (49,  55 a  57) .  S in  embargo 
e s  p o s i b l e  e n c o n t r a r  ya  s e a  una p u r i n a  o  p i r i m i d i n a  h a c i a  e l  
extremo 5 ' .  No s e  determin6 aGn s i ,  a  s u  vez ,  e l  d i n u c l e S t i -  
do 5'-5mC-G-3' s e  encuent ra  adyacente  a  algGn o t r o  r e s iduo  
en forma c o n s t a n t e .  
Se demostr6 asimismo, que e n t r e  un 50 a  7 0 %  de l a s  secuen-  
c i a s  5 ' -C-p-G-3'  s e  h a l l a n  me t i l adas  en ADN e u c a r i 6 t i c o  ( 5 8 ,  
59) .  M5s aGn, cada uno de e s t o s  s i t i o s ,  que e s  complementa- 
r i o  s imgt r icamente  a  s l  mismo, s e  h a l l a  siempre met i l ado  en 
ambas cadenas ,  o  desmet i lado en ambas cadenas (60 ,  61) . 
Como ya s e  mencion6, e l  genoma e u c a r i o t e  e s t 5  compuesto 
fundamentalmente por  dos t i p o s  de secuenc ias  : a)  Gnicas ,  l a s  
c u a l e s  inc luyen  a  l a  mayorla de 10s genes e s t r u c t u r a l e s ,  y 
b )  r e p e t i t i v a s ,  generalmente no in formaciona les ,  y con p o s i -  
b l e  r o l  r e g u l a t o r i o .  
l l ed ian te  t g c n i c a s  apropiadas  (que s e r5n  d e t a l  1 adas m5s 
a d e l a n t e ) ,  e s  p o s i b l e  s e p a r a r  ambos t i p o s  de s ecuenc i a s ,  y 
por l o  t a n t o ,  a n a l i z a r  e l  contenido de 5mC en cada uno de 
e l l o s .  E s  a s2  que s e  ha  demostrado que l a s  s ecuenc i a s  a l t a -  
mente r e p e t i t i v a s  de organismos s u p e r i o r e s  s e  hal.lan en r ique -  
c i d a s  en 5mC (62) .  Un c l a r o  ejemplo de e l l o  e s  c i t a d o  por  
E h r l i c h  y Wang ( 4 9 ) ,  qu ienes  han d e s c r i p t o  que en ADN prove-  
n i e n t e  de hlgado humano, l a  can t idad  de c i t o s i n a s  me t i l adas  
e s  e l  dob le  en l a  f r a c c i 6 n  de secuenc ias  a l t amente  r e p e t i t i -  
vas  en comparacidn a  l a s  c u a n t i f i c a d a s  en ADN t o t a l .  Cedar 
y c o l .  (58) comprobaron en c 6 l u l a s  L murinas ,  de timo de t e r -  
n e r a ,  y e r i t r o c i t o s  de p o l l o ,  que l a s  s ecuenc i a s  CpG s e  ha-  
I l a n  me t i l adas  en un 7 0 %  en ADN t o t a l ,  pe r0  s d l o  30% en ADN 
t r a n s c r i p c i o n a l m e n t e  a c t i v o .  En p a r t i c u l a r ,  ADN sa t61  i t e  
de p l a n t a s  y animales s u p e r i o r e s  con t i ene  m 5 s  5mC que e l  r e s -  
t o  del  genoma (63,  64 ) .  
Dado que e l  ADN s a t g l i t e  s e  a s o c i a  a  reg iones  centromg- 
r i c a s  y t e lomer i ca s  de cromosomas me ta f5s i cosY como s e  i n d i -  
c a r a ,  e s  de e s p e r a r  que d ichas  zonas he t e roc roma t ln i ca s  e s tgn  
en r iquec idas  en 5mC. Efect ivamente ,  an t i cue rpos  d i r i g i d o s  
c o n t r a  5mC fueron  de t ec t ados  l ig5ndose  espec l f icamente  a  
r eg iones  centrom6ricas  de cromosomas de mamfferos (65, 66 ) ,  
aunque tambign a  algunos focos  no centromgricos y a 10s  
cromosomas Y de 1  a  misma p repa rac idn .  Sano y Sager (67) de- 
mostraron que en ADN s a t d l  i t e  bovino,  10s  r e s iduos  de 5mC 
ocu r r en  en grupos ,  en general  den t ro  de s ecuenc i a s  p a l i n -  
dr6micas c o r t a s ,  y exclus ivamente  en pos i c idn  5' a guanina.  
Las s ecuenc i a s  Gnicas ,  aunque en menor p roporc i6n ,  tam- 
b i 6 n  con t i enen  5mC. 
For o t r a  p a s t e ,  s ecuenc i a s  que s e  encuentran r e p e t i d a s  
en e l  genoma, pe r0  que son t r a n s c r i p t a s  y c o d i f i c a n  pa ra  e l  
ARN r ibosomal ,  s e  h a l l a n  predominantemente desmet i l adas  en 
c i t o s i n a  en mamlferos y aves ( 4 8 ,  6 8 ) ,  aunque l o  i nve r so  ocu- 
r r e  en e u c a r i o t e s  i n f e r i o r e s  (48,  6 9 )  . 
La manera en que e l  ADN e s  met i l ado  ha s i d o  exhaus t i va -  
mente e s t u d i a d a :  
Una vez s i n t e t i z a d a  l a  cadena de ADN, l a  r eacc idn  de me- 
t i l a c i 6 n  o c u r r e  enzimiiticamente. Ex i s t en  en e u c a r i o t e s  supe-  
r i o r e s  m e t i l a s a s  capaces de t r a n s f e r i r  e l  grupo m e t i l o  de l a  
S - adenos i l  - metionina  a  l a  pos i c idn  5 '  de l a s  c i t o s i n a s  
(701 
Es tud ios  r e a l i z a d o s  sob re  v a r i o s  t e j i d o s  de un mismo o r -  
g a n i s m ~ ,  demostraron que genes d i f e r e n t e s  poseen un pa t r6n  
de m e t i l a c i 6 n  e s p e c i f i c o  de cada t e j i d o  en s ecuenc i a s  Cpt; 
(71 a  73) ,  y que son heredados c lonalmente  (74 ,  7 5 ) .  Se pos-  
t u l a  que dicho fen6meno podr l a  e x p l i c a r s e  s i  10s r e s iduos  me- 
t i l a d o s  s e  heredaran  semiconservat ivamente ,  y cada cadena h i -  
j a  hemimeti lada f u e r a  s u s t r a t o  pa ra  una enzima e s p e c i f i c a .  
E s t a  t e o r x a  e s  c o n s i s t e n t e  con e l  hecho de que en e l  ADN, am- 
bas  cadenas s e  ha1 I an  s im6tr icamente  me t i l adas  o  s i m g t r i c a -  
mente desmet i l  adas .  Gruenmbaum y col  . demostraron l a  e x i s t e n -  
c i a  de una enzima e u c a r i o t e  que exclusivamente m e t i l a  r e s i -  
duos de c i t o s i n a  en e l  d i n u c l e 6 t i d o  CpG, con una marcada p r e -  
f e r e n c i a  por  ADN hemimetilado como s u s t r a t o  (59): 
E l  h a l l a z g o  de e s t a  denominada "met i l asa  de mantenimien- 
to" ,  j u s t i f i c a  c6mo s e  hereda de c 6 l u l a  a  c g l u l a  un p a t r 6 n  
de m e t i l a c i 6 n  ya e s t a b l e c i d o ,  per0  no c6mo s e  determinan du- 
r a n t e  e l  d e s a r r o l l  o  10s  d i f e r e n t e s  pa t rones  especZficos  de 
cada t e j i d o .  Ex i s t en  dos modelos p o s i b l e s  pa ra  e s t e  fen6meno: 
a )  Una m e t i l a s a  de " i n i c i a c i 6 n T 1  podr i a  i n t r o d u c i r  grupos 
m e t i l o  a  una cadena s im6t r icamente  no me t i l ada ,  s 6 l o  en c i e r -  
t o s  s i t i o s  e s p e c i f i c o s  y  de acuerdo a  un programa en e l  t iem- 
po. S i n  embargo, e s t a  m e t i l a c i 6 n  "de novo" s610 o c u r r e  oca-  
s ionalmente  (49,  5 2 ,  53, 54, 76)  
b) En un e s t adzo  temprano de l a  d i f e r e n c i a c i h ,  todos 10s  
s i t i o s  CpG s e  ha1 1  a r l a n  met i l ados  s imgtr icamente .  Durante e l  
d e s a r r o l l  o  , s e l  ec t ivamente  s e  programaria una desmet i l  a c i6n  
de c i e r t a s  s ecuenc i a s ,  ya s e a  inh ib iendo  hemimet i lasas  o  ac -  
t i vando  desmet i l  a sa s  e s p e c i f i c a s  de secuenc ias  . G j  e r s e t  y  
Mar t in  (77) encont ra ron ,  a1 menos en c ~ l u l a s  de e r i t r o l e u c e -  
mia murina ,  una a c t i v i d a d  de desme t i l a sa  n u c l e a r ,  que ocu r r e  
aGn en ausenc ia  de s l n t e s i s  de ADN. 
L a  m e t i l a c i 6 n  de cadenas rec ien temente  s i n t e t i z a d a s  ocu- 
r r e  pr sc t i camen te  en s u  t o t a l i d a d  poco despugs de l a  d u p l i -  
c ac i6n  ( 4 9 ,  78) , . El tiempo que s e  empl ea  pa ra  l o g r a r  una 
m e t i l a c i 6 n  completa en r e l a c i 6 n  a1 tiempo de r e p l i c a c i 6 n  
c o n s t i t u y e  un punto c r i t i c o ,  pues to  que puede de te rminar  l a  
p6 rd ida  de r e s iduos  de 5mC de secuenc ias  previamente me t i -  
l a d a s .  En o t r a s  p a l a b r a s ,  cuanto  m5s tiempo l a  cadena de ADN 
r e c i 6 n  s i n t e t i z a d a  permanezca hemimet i lada ,  mayor e s  l a  pro-  
b a b i l  idad  de p6rd ida  de l a  m e t i l a c i 6 n  "de mantenimiento". 
Numerosas han s i d o  l a s  funciones  a t r i b u i d a s  a  l a  m e t i l a -  
ci.6n de l  ADN. Dadas l a s  d i f e r e n c i a s  c u a l i  y  c u a n t i t a t i v a s  
de 5mC e x i s t e n t e  en p r o c a r i o t e s  y  e u c a r i o t e s  s e  s u g i e r e  que 
s u s  r o l e s  podr lan  d i f e r i r  e n t r e  unos y  o t r o s  ( 4 5 ) .  Sin  em- 
bargo ,  muchos a u t o r e s  e x t r a p o l a n  conc lus iones  sob re  modelos 
b a c t e r i a n o s  p a r a  i n f e r i r  e l  p o s i b l e  s i g n i f i c a d o  de l a  met i -  
l a c i 6 n  en organismos s u p e r i o r e s .  La r e l a t i v a  s i m p l i c i d a d  del  
genoma b a c t e r i a n o  ha pe rmi t i do  demostrar  que en e s t e  s i s t e -  
ma l a  m e t i l a c i 6 n  act t ia  como sefial pa ra  e v i t a r  l a  degradaci6n 
del  ADN por  acc i6n  de enzimas nucl eol  i t i c a s  end6genas (42) .  
E s t e  fen6meno ha s i d o  e s tud i ado  espec ia lmente  en r e l a c i 6 n  a  
l a  e l i m i n a c i h  s e l e c t i v a  de un t i p o  de ADN - generalmente 
ex6geno y  p roven ien t e  de fagos  - en p re senc i a  de un segundo 
ADN , co r r e spond ien t e  a  l a  b a c t e r i a  hugsped, que permanece 
i n t a c t o .  Las base s  moleculares  de e s t e  fen6meno corresponden 
a  l a  p r e s e n c i a  de s ecuenc i a s  e s p e c i f i c a s  de 4 a  8 n u c l e 6 t i -  
dos ,  generalmente pal  indr6micasY 1  a s  cual  e s  son reconocidas  
por  enzimas capaces  de t in t roduc i r  en e l l a s  un c o r t e  en am- 
bas  cadenas.  Es t a s  enzimas son l a s  denominadas "de r e s t r i c -  
c i6n t1 ,  y pueden r e l a c i o n a r s e  en forma coordinada con a c t i v i -  
dad de m e t i l a s a s ,  cons t i tuyendo  a s l  un s i s t ema  de r e s t r i c -  
c i6n-modi f icac i6n .  S i  l a  a c t i v i d a d  de modif icaci6n actGa 
pr imero,  p r o t e g e  e l  s i t i o  de reconocimiento de l a  acc i6n  de 
endonucleasa .  S i  e l  ADN no s e  me t i l  a ,  ambas cadenas son c l i -  
vadas por  e l l a  en e l  s i t i o  e s p e c l f i c o .  Luego s e  continGa l a  
degradaci6n por  exonucleasas  i n e s p e c l f i c a s .  De e s t a  manera 
un s i s t e m a  de restricci6n-modificaci6n es  una poderosa h e r r a -  
mienta  p a r a  e l i m i n a r  ADNs p a r t i c u l a r e s  mien t r a s  que o t r o s  
son  conservados . 
Por ana log l a  a1 mode10 p r o c a r i o t e ,  s e  p o s t u l a  que e s t e  
t i p o  de s i s t emas  e s t a r z a n  involucrados  ( 4 1 )  en e l  s i l e n c i a -  
miento  selective de ADNs e u c a r i b t i c o s .  Tal s e r l a  e l  caso pa- 
r a  cromosomas pa t e rnos  de d i v e r s a s  e s p e c i e s ,  donde puede ob- 
s e r v a r s e  que e l  ADN que s e r 5  e l iminado o  que s e  t rans forma-  
1-5 en he te rocromat ina  p r e s e n t a  un menor grado de m e t i l a c i 6 n .  
Tambign por  analogza a  l o  observado en p r o c a r i o t e s ,  s e  
p o s t u l a  que 1 0 s  r e s iduos  de 5mC en  organismos s u p e r i o r e s  son 
s i t i o s  "p re f e r idos"  de mutaci6n espont5nea (79) . E s t a  p re -  
d i s p o s i c i 6 n  a  l a  mutaggnesis  puede s e r  e l  r e s u l t a d o  de una 
convers i6n  a  r e s iduos  de t im ina  ( t r a n s i c i 6 n )  por  desamina- 
c i6n  ( 8 0 ) .  La h i p 6 t e s i s  an t ed i cha  e x p l i c a r l a  parc ia lmente  e l  
enr iquec imien to  en 5mC de reg iones  no c o d i f i c a n t e s  en compa- 
r a c i d n  a  l a s  informational e s  (49, 6 2 )  : En ADN de v e r t e b r a d o s ,  
e l  d i n u c l 6 t i d o  CpG es  menos f r e c u e n t e  de l o  que s e  e spe ra  s i  
l a  d i s t r i b u c i 6 n  de base s  ocu r r e  a1 a z a r  (81) .  Dado que e l  
c6digo geng t i co  e s  degenerado,  10s  codones conteniendo CpG 
pueden s e r  reemplazados por o t r o s  p a r a  e l  mismo amino5cido. 
La inesperadamente b a j a  f r e c u e n c i a  de CpG s e  corresponde 
con una e levada  f r e c u e n c i a  de CpA y TpG, as: como con una e -  
l evada  m e t i l a c i 6 n  en C .  Estos  v a l o r e s  son c o n s i s t e n t e s  con 
l a  i d e a  que 10s  r e s i d u o s  de 5mC t i e n e n  una p r o b a b i l i d a d  i n -  
usualmente a l t a  de mutar  a  t i m i n a .  La p r e d i s p o s i c i 6 n  de pGr- 
d ida  de 5mC por  t r a n s i c i 6 n  i n d i c a  cu5n impor tan te  debe s e r  
l a  m e t i l a c i 6 n  en c i t o s i n a  p a r a  10s  e u c a r i o t e s  : de no s e r  a s l ,  
h u b i e r a  s i d o  e l iminada  r5pidamente por  l a  evo luc i6n  ( 4 9 ) .  
En b a c t e r i a s ,  e s  p o s i b l e  r e p a r a r  mutaciones pun tua l e s  
p roduc idas  po r  l a  intro6.ucci6n de un n u c l e 6 t i d o  equivocado 
d u r a n t e  l a  s ' l n t e s i s  (mismatch-repair )  ( 8 2 ) .  En E .  c o l i  l a  p r e -  
s e n c i a  de 6mA en cadenas p a r e n t a l e s  r egu la  l a  r epa rac i6n  p r e -  
f e r e n c i a l  de 1  a  cadena rec ien temente  s i n t e t i z a d a .  Tal s i s t e -  
ma p o d r l a  s e r  p o s i b l e  en e u c a r i o t e s ,  u t i l i z a n d o  5mC en vez 
de 6mA como seAal p a r a  d i r i g i r  as imetr icamente  l a  r e p a r a -  
c i 6 n  de r e s i d u o s  err6neamente incorporados .  
La d i s t r i b u c i 6 n  no a1 a z a r  de 10s  r e s iduos  de 5mC a  l o  
l a r g o  de cromat ina  ( 8 3 ) ,  cromosomas me ta f ik i cos  (65 ,  6 6 ) ,  s u  
r e l a t i v a  abundancia en ADN s a t G l i t e  ( 6 4 1  y a l tamente  r e p e t i -  
vo ( 6 2 )  s u g i e r e  tambi6n m a  p o s i b l e  r e l a c i 6 n  con l a  o rgan i -  
zac i6n  del  cromosoma. 
S in  embargo, s i n  e x c l u l r  l a  p o s i b i l  i dad  que a lguna o  t o -  
das 1  a s  h i p d t e s i s  an t ed i chas  Sean verdaderas  , 1  a  func i6n  m5s 
generalmente  acep tada  de 5mC s e  r e f i e r e  a  s u  i n f l u e n c i a  sob re  
l a  r e g u l a c i 6 n  de l a  expres i6n  gen6 t i ca .  
Evidencias  exper imenta les  i nd i can  una r e l a c i 6 n  i n v e r s a  
e n t r e  l a  m e t i l a c i 6 n  en determinados r e s iduos  de c i t o s i n a  y 
l a  capacidad del  ADN pa ra  a c t u a r  como templado d i r i g i e n d o  l a  
s l n t e s i s  de ARN. 
Var i a s  observac iones  ava lan  10s p o s i b l e s  mecanismos por  
10s  c u a l e s  l a  p r e s e n c i a  de 5mC a c t u a r i a  negativamente sobre  
1  a  t r a n s c r i p c i 6 n :  
a)  E l  p a r  de base s  formado por  complementaridad e n t r e  
5mC y G e s  m5s f u e r t e  que e l  co r r e spond ien t e  con C ( 8 4 ) .  Por 
l o  t a n t o  a f e c t a  1  a  capacidad del  ADN de s e r  de sna tu ra l  i zado .  
Se puede obse rva r  un aumento de l a  t empera tura  media de f u -  
s i 6 n  (Tm) de un determinado ADN s i  s e  m e t i l a n  t o t a l  o  pa r -  
c i a lmen te  s u s  r e s iduos  de c i t o s i n a .  Puesto que t a n t o  l a  r e -  
p l i c a c i 6 n  como l a  t r a n s c r i p c i 6 n  r equ ie r en  una s epa rac i6n  
p a r c i a l  de l a s  cadenas ,  l a  p r e s e n c i a  de 5mC podr l a  d i sminu i r  
arnbos fenGmenos, s o b r e  todo en reg iones  r i c a s  en C - G .  Se ha 
pos tu l ado  que una desace l e r ac i6n  de l a  ve loc idad  de s i n t e s i s  
de ARN con t r ibuye  a l a  terminaci6n de l a s  cadenas i n i c i a d a s  
( 4 9 ) .  La m e t i l a c i 6 n  pod r l a  as in i smo,  i n h i b i r  l a  i n i c i a c i 6 n  
de d icha  s i n t e s i s  aumentando l a  e s t a b i l i d a d  de l a  doble  h61i-  
ce (85 ) ,  pues to  que s e  observa una mayor abundancia de s i -  
t i o s  de i n i c i a c i h  pa ra  AN4 pol imerasa  de E .  c o l i  en i a  zona 
de ADN m2s f5c i lmen te  d e s n a t u r a l i z a b l e .  
b)  La m e t i l a c i 6 n  de ADN a f e c t a  tambign l a  conformaci6n 
de l a  doble  h g l i c e ,  y  e s t e  cambio p o d r l a  modular l a  s i n t e -  
s is  de ADN o  ARN. Ex i s t en  ev idenc i a s  de que,  a1 menos " in  
v i t r o "  (86 ) , r eg iones  de ADN que con t ienen  CG en forma r epe -  
t i t i v a  f a c i l i t a n  l a  adopci6n de una conformaci6n de doble  
h 6 l i c e  e n r o l l a d a  h a c i a  l a  i z q u i e r d a  (conformaci6n Z) en a l t a  
f u e r z a  i 6 n i c a .  S in  embargo, l a  m e t i l a c i 6 n  de C promueve e l  
p a s a j  e  de 1  a  conformacidn n a t u r a l  ~ o n f o r m a c i B n  8, en ro l  1 a -  
miento h a c i a  l a  derecha)  h a c i a  l a  conformaci6n Z a  concen t ra -  
c iones  s a l  i n a s  f i s i o l 6 g i c a s  (87 ) .  AGn no s e  ha d i l uc idado  I  a  
i n f l u e n c i a  de l a  conformaci6n Z en fen6menos de dupl i c a c i 6 n  
y t r a n s c r i p c i G n ,  per0  s e  puede e s p e c u l a r  con una p o s i b l e  mo- 
d i f i c a c i 6 n  de s u  Tm y /o  de s u  capacida?  de i n t e r a c t u a r  con 
p ro t eznas  e s p e c l f i c a s .  Esto  fil t imo e s  apoyado por  l a s  expe- 
r i e n c i a s  de McGhee y c o l .  ( 8 8 ) ,  qu ienes  demostraron que en 
r e g i o n e s  de conformaci6n Z e l  ADN es  incapaz de formar nu- 
c l  eosomas . 
c )  La p r e s e n c i a  de r e s iduos  me t i l adcs  puede a f e c t a r  l a  
a f i n i d a d  po r  p r o t e l n a s  e s p e c l f i c a s  en determinadas zonas del  
ADN. E s t e  fen6meno puede o c u r r i r  por  un e f e c t o  d i r e c t o ,  o  me- 
diado como se indicd en el punto anterior, por la inducci6n 
a la conformaci6n Z. Esta hip6tesis fue demostrada, a1 menos 
en parte recientemente, gracias a1 hallazgo de una protefna 
aislada de nGcleos de placentz humana, la aual se une en for- 
ma preferencial a ADN doblecatenario rico en 5mC (89). Esta 
protelna denominada MDBP (methyl rich DNA binding protein), 
es un componente menor de las protelnas que se unen a ADN, y 
se encuentra en la fracci6n no hist6nica cromosomal. No po- 
see actividad de metiltransferasa, endonucleasa ni exonuclea- 
sa, y no reconoce estructuras de Z-ADN. 
Util izando anticuerpos pol iclonal es especlficos contra 
5mC, Ball y col . (90) demostraron que por lo menos el 80% de 
5mC se localiza en nucleosomas que contienen histona H I .  A- 
quellos deficientes en H I  o ricos en protelnas acidicas de 
a1 ta rnovil idad (HMG) , contienen ADN hipometilado. Esta aso- 
ciacidn preferencial de secuencias metiladas con histona H I  
tiene un significado funcional, puesto que dicha protelna 
promueve condensaci6n de cromatina (fen6meno asociado a re- 
presi6n genica) (91 , 92) . Inversamente, I as protelnas HMG 
se relacionan con regiones transcripcionalmente activas, y 
a zonas de ADN poco metil adas (93) . 
La interaccih de la protezna represora de lactosa de 
E. coli con el ADN operador, es afectada marcadamente por me- 
tilaci6n de un Gnico residuo de citosina (94). Tal vez, genes 
eucariotes podrlan requerir tambign una regi6n de secuencias 
de ADN r e g u l a t o r i a s  de sme t i l adas ,  de t a l  manera que 6 s t a s  
puedan l i g a r s e  a  p r o t e l n a s  e s p e c l f i c a s  promotoras de l a  t r a n s -  
c r i p c i 6 n .  Al te rna t ivamente ,  p r o t e i n a s  capaces de r e p r i m i r  e l  
proceso de s l n t e s i s  de ARN podr lan  p r e s e n t a r  una a f i n i d a d  
disminuzda por  ADN h ipomet i l ado  (49) .  
Numerosos grupos de i n v e s t i g a d o r e s  han e s tud i ado  l a  p o s i -  
b l e  r e i a c i 6 n  e n t r e  l a  expres i6n  de d ive r sos  genes y s u  g r a -  
do de m e t i l a c i b n .  Los da tos  e x i s t e n t e s  en l a  l i t e r a t u r a  no 
s iempre  concuerdan a1 r e s p e c t o ,  aunque generalmente s e  acep-  
t a  que l a  h ipome t i l ac i6n  s e  a s o c i a  con un aumento de l a  t r a n s -  
c r i p c i 6 n  (58) .  
La exp re s i6n  d i f e r e n c i a l  de genes v i r a l e s  en e s t ado  me- 
t i l a d o  o  no,ha s i d o  un modelo exper imental  ampliamente u t i -  
l i z a d o  p a r a  e l  e s t u d i o  de e s t e  fen6meno: 
Vi rus  capaces de i n f e c t a r  c 6 l u l a s  e u c a r i t j t i c a s ,  t a l e s  
como he rpes  s a i m i r i  (953, adenovirus  (76 ) ,  pol ioma (96) ,  
he rpes  s implex (97) ,  SV40 (98) ,  ADN complementario a1 ARN de 
BfllTV ( v i r u s  del  tumor mamario murino) ex6geno (99 ) ,  y de s a r -  
coma de aves  ( l o o ) ,  no con t ienen  en forma n a t u r a l  n i v e l e s  de- 
t e c t a b l e ~  de 5mC. S i n  embargo pueden m e t i l a r s e  b a j o  c i e r t a s  
cond ic iones ,  por  e jempls ,  a1 i n t e g r a r s e  a  cromosomas c e l u l a -  
r e s .  Cuando e s t o  o c u r r e ,  10s  p r o v i r u s  end6genos s e  t r a n s c r i -  
ben en  una proporci6n mucho menor (101, 102) ,  y en general  
son  n o - i n f e c t i v o s  (49,  88, 103) .  Inversamente,  s i  s e  impide 
l a  m e t i l a c i 6 n  - u t i l i z a n d o  e l  anzlogo 5 a z a c i t i d i n a  como 
i n h i b i d o r  - secuenc i a s  v i r a l e s  end6genas no i n f e c t i v a s  co- 
mienzan a  p r o d u c i r  v i r i o n e s  ( 7 5 ,  104 a  106) ,  o  a l 'menos pue- 
de d e t e c t a r s e  ARN mensajero e s p e c l f i c o  de alguno de sus  ge- 
ne s  ( 7 3 ,  95, 107, 108) .  Analizando luego e l  ADN que ha  s i d o  
expresado,  s e  encuent ra  que s e  ha  h ipomet i l ado .  
Graessman y  c o l .  (199) han d e s c r i p t o  que l a  completa me- 
t i l a c i 6 n  de l  ADN de v i r u s  de polioma o  de S V 4 0 ,  no p rev i ene  
s u  exp re s i6n  temprana, aunque e l  ADN v i r a l  e x t r a l d o  de c6 lu -  
l a s  t rans formadas  o  de v i r i o n e s  i n t a c t o s  s e  h a l l a  t o t a l  o  
pa rc i a lmen te  desmet i l ado .  Esto  i m p l i c a r l a  que l a  m e t i l a c i 6 n  
e s  un mecanismo de r egu lac i6n  t a r d l o ,  o  qu iz5s  un e f e c t o  de 
l a  exp re s idn  g6nica  temprana, a1 menos en e s t o s  v i r u s .  
No s61o s e  ha empleado e l  modelo v i r a l ,  s i n 0  tambi6n e l  
esud io  de genes e u c a r i o t e s  p a r t i c u l a r e s  pa ra  de te rminar  un 
aumento de t r a n s c r i p c i 6 n  concomitan'te con h ipomet i l  a c i6n .  
E s t e  fen6meno puede o c u r r i r  en l a  secuenc ia  informational 
propiamente d i cha  , o  tambi6n en zonas adyacen tes ,  e s p e c i a l -  
mente en  s e n t i d o  5': Lo an ted icho  f u e  amgliamente demostrado 
pa ra  10s  genes de g lob ina :  En d i f e r e n t e s  t e j i d o s  de p o l l a  
que no expresan e s t e  gen, t a l e s  como ov iduc to ,  c e r eb ro  y  e r i -  
t r o c i t o s  embri6nicos ( 7 2 ,  11 0)  , e l  grado de m e t i l a c i 6 n  e s  mu- 
cho mayor que en e r i t r o c i t o s  a d u l t o s ,  donde ss e s  a c t i v o  
(aunque no todos  10s s i t i o s  p o s i b l e s  s u f r a n  e s t a  v a r i a c i 6 n ) .  
Asimismo s e  determind que 10s  genes de g lob ina  humanos s e  
h a l l a n  h ipomet i l ados  en determinadas r e g i o n e s ,  en a q u e l l o s  
t e j i d o s  en 10s  c u a l e s  s e  expresa  ( 7 5 ,  111, 112) .  
Fen6menos s i m i l a r e s  s e  r e p o r t a r o n  para  10s  genes de ovo- 
albfimina, conalbfimina, y  ovomucoide en p o l l o  ( 7 3 ) ,  a n t i g e -  
nos HL en l l n e a s  c e l u l a r e s  1  i n f o i d e a s  ( 1  13) , a1 f a - f e t o - p r o -  
t e l n a  en  h lgado  de r a t a  (114) ,  t i m i d i n a  k inasa  en l l n e a s  ce -  
l u l a r e s  de hamster  (1 15 ) ,  meta lo-  t i o n e l n a  en 1  l n e a s  c e l u l a -  
r e s  1  i n f o i d e s  murinas (1 16) . , 
E l  p o s i b l e  c o n t r o l  de l a  t r a n s c r i p c i d n  v l a  m e t i l a c i d n  
de l  ADN s u g i e r e  tambi6n s u  r e l a c i 6 n  con fen6menos de d i f e -  
r e n c i a c i 6 n  c e l u l a r  
Algunas d i f e r e n c i a s  e s p e c z f i c a s  de t e j i d o  en 10s  pa t rones  
de m e t i l a c i S n  g6nica  v a r l a n  a l o  l a r g o  de l  d e s a r r o l l o :  
La i n f e c c i d n  con r e t r o v i r u s  murino de F.loloney en c 6 l u l a s  
embr ionar ias  de r a t d n  s e  bloquea a  n i v e l  de l a  t r a n s c r i p c i 6 n  
del  p r o v i r u s .  Su m e t i l a c i d n  "de novo" ocu r r e  en c 6 l u l a s  de 
carcinoma embriijnico, per0  no en c 6 I u l a s  de t e ra tocarc inoma 
d i f e r e n c i a d o ,  l a s  c u a l e s  son permis ivas  (1 18 ) .  White y  Pa r -  
k e r  (1  19) han r epo r t ado  cambios du ran t e  e l  d e s a r r o l l o  en e l  
patrofi  de m e t i l a c i d n .  de 10s  genes de l a  p r o t e i n a  l i g a d o r a  de 
e s t e r o i d e s  en p r 6 s t a t a  de r a t a .  Los genes de l a  p r o t e l n a  d e l -  
t a  s u f r e n  h ipome t i l ac i6n  du ran t e  e l  d e s a r r o l l o  del  l e n t e  c r i s -  
t a l i n o  en p o l l o s  (120) .  
Los estr6genos inducen desmetil aci6n en c i e r t a s  regiones 
del gen de v i t e l  ogenina (p ro te lna  estr6geno-dependiente) , en 
hlgado y oviducto de p o l l o s ,  y en hlgado de Xenopus Iaev i s  
Los d i f  e ren tes  genes de cadena pesada de inmuno- gl obul i- 
nas s u f r e n  una desmeti laci6n que acompafia e l  "cambio de c lase"  
durante  e l  d e s a r r o l l o  (1 2 4 )  . 
Por o t r a  p a r t e ,  e x i s t e n  algunos casos en 10s cuales  no 
s e  d e t e c t a  una mayor expresi6n en genes hipometilados : Se 
ha demostrado que e l  n3vel de metil  acidn en dos genes de 
i n s u l i n a  en r a t a s , n o  s e  corre lac iona  con s u  expresidn d i f e -  
r enc ia l  (125) . Lo mismo ocurre  con e l  gen de d ih idrofol  a t o -  
reductasa murina (126) y de K-2-coliigeno en p o l l o  ( 1 2 7 ) ,  10s 
cuales  poseen dominios 5' hipometilados independientemente 
de s u  n ive l  de expresi6n. 
La e x i s t e n c i a  de genes con dominio 5 '  desmetilados no 
cont radice  l a  idea  de l a  i n t e r f e r e n c i a  de l a  met i lac i6n  del 
ADN con l a  t r a n s c r i p c i 6 n ,  s i n o  que indica  que l a  ausencia 
de met i lac i6n  "per set '  no es  s u f i c i e n t e  para  a segura r l a .  En 
e l  caso del gen de v i t e logen ina  antes  mencionado, s u  t r a n s -  
c r ipc i6n  luego del t ra tamiento  con estr6genos s e  asocia  con 
l a  desmeti laci6n de l a  regi6n 5 ' .  Lo sorprendente es  que es -  
t e  fen6meno es  gradual ,  y en r e a l i d a d ,  es  p o s t e r i o r  a1 pic0 
de t r a n s c r i p c i 6 n .  ?I5s atin, l o  mismo ocurre  en oviducto,  en 
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donde no s e  t r a n s c r i b e  e l  gen ( 1 2 1  , 1 2 2 ) .  
Lo an t ed i cho  n e g a r l a  l a  h i p 6 t e s i s  de que l a  h'ipometila- 
c i d n  e s  una precondic idn  n e c e s a r i a  p a r a  l a  t r a n s c r i p c i 6 n .  
Por o t r a  p a r t e ,  6 s t a  i m p l i c a r i a  un mecanismo e s p e c i a l  pa ra  
cada gen en p a r t i c u l a r ,  10 cual  no e s  nuy p o s i b l e  e v o l u t i v a -  
mente ( 1 0 3 ) .  S e r l a  pues m5s Idg i co  o t r o  mecanismo de c o n t r o l  
en e l  cual  l a  a c t i v a c i 6 n  del  gen csmenzara cuando e l  gen s e  
h a l l a  aGn met i l ado .  La a c t i v a c i 6 n  conduc i r l a  a  l a  de sme t i l a -  
c i h ,  l a  cual  a  s u  vez r e l a j a r l a  e l  con t ro l  del  gen. 
As:, l a  de sme t i l ac i6n  no s e  concibe  como un mecanismo 
p a r a  f a c i l  i t a r  l a  a c t i v a c i 6 n  i n i c i a l  , s i n 0  pa ra  simp1 if ic:ar  
una exp re s i6n  con t inua  una vez que l a  a c t i v a c i d n  o c u r r i 6 ,  
colocando a1 gen b a j o  un mecanismo de con t ro l  m5s gene ra l .  
S i  b i e n  no e x i s t e n  adn ev idenc i a s  d i r e c t a s  sob re  l a  i n -  
f l u e n c i a  que l a  m e t i l a c i 6 n  de l  ADN e j e r c e  sob re  e l  proceso 
de t r a n s c r i p c i 6 n  y  s u  r e l a c i 6 n  con l a  d i f e r e n c i a c i d n  c e l u l a r ,  
10s  da to s  h a s t a  aquf expuestos  sug i e r en  que d i cha  h i p 6 t e s i s  
e s  a1 tamente p robable .  
Como f u e r a  mencionado an t e r io rmen te ,  e n t r e  l a s  mi3ltiples 
a1  t e r a c i o n e s  que p re sen t an  l a s  c 6 l u l a s  t rans formadas ,  cabe 
c i t a r  l a  exp re s idn  anormal de c i e r t o s  genes ,  l o  cual  quiz5s  
conduzca a  un c r ec imien to  y  d i f e r e n c i a c i 6 n  andmalos. 
E s  por  l o  t a n t o  Idg i co  suponer que un pa t r6n  de m e t i l a -  
ci6n  modificado tenga a1 guna imp1 i canc ia  en 1 a  oncog6nesis, 
s i  bien  no puede s e r  seiialado como causa finica y primaria .  
Es ta  idea  o r i e n t 6  en l a  Gltima dgcada, l a  bfisciueda de r e -  
giones hipometil adas en ce lu l  as  euca r i6 t i cas  transformadas.  
Los re su l  tados obtenidos favorecen e s t a  suposici6n (1  28  a 
130), aunque e x i s t e n  discrepancias  e n t r e  diversos grupos de 
inves t igac i6n .  
De todas formas, e x i s t e n  aGn pocos repor tes  sobre l a  de- 
terminaci6n y d i s t r i b u c i 6 n  de residuos de 5mC en ADN de c6- 
l u l a s  humanas normal e s  y transformadas,  10s cual es ser5n d i s -  
cu t idos  m5s adelante .  
En suma, l a s  a l t e r a c i o n e s  observadas en 10s ADNs de c6- 
l u l a s  neopliisicas podrzan o c u r r i r  a  d i s t i n t o s  n ive les  en <el  
compl e j  o genoma eucar io te  : 
a) A nivel  de mutaciones en secuencias informacionales,  
que cod i f i can  pol ip6pt idos o proteznas e s p e c l f i c a s ,  l a s  cua- 
l e s  a  su  vez,  desencadenarzan una s e r i e  de eventos responsa- 
bl  e s  del comportamiento anormal de 1 as  c6lul  as  neopliisicas . 
b) A n ive l  de mutaciones en secuencias reguladoras de 
I  a  expresi6n de aqu6ll  a s .  
c) A nivel  de r ea r reg los  e n t r e  ambos t i p o s  de secuencias .  
d) A nivel  de cambios de expresi6n de secuencias i n f o r -  
macionales por su  propia  modificaci6n o por l a  de sus  regu- 
I  adoras (meti laci6n)  . 
Estos mecanismos no s e r l a n  excluyentes ,  y  todos parecen 
s e r  v5l idos , de acuerdo , a1 ternativamente , a1 model o  exper i -  
mental u t i l  izado. 
E l  primero ha s i d o  d e s c r i p t o ,  en t re  va r ios  casos ,  en 
carcinoma de v e j  l g a  humano (131 a  133) , e l  segundo en mie- 
loma murino (1 34) , e l  t e r c e r o  en 1 infoma de Burl t i t t  (1 35) ,  
y e l  cua r to  en er i t ro leucemia  de Friend o carcinoma de co- 
lon  y pulm6n humanos (1 29,  136) . 
Sin  embargo, poco s e  ha avanzado h a s t a  e l  presente  en 
re1 aci6n a  neopl a s i a s  mamarias humanas. 
Se l a s  ha relacionado de alguna manera con v i rus  onco- 
g6nicos murinos del t i p 0  C ,  como e l  h4MTV. Esta formulaci6n 
s e  basa en una s e r i e  de evidencias  experimentales,  en l a s  
cua les  s e  demostr6 por microscopla e l e c t r 6 n i c a  (137, 138),  
l a  presencia  de p a r t f c u l a s  v i r a l e s  semejantes a  l a s  del MMTV 
en secrec i6n  I5c tea  de algunas mujeres. Asimismo, s e  de tec t6  
l a  enzima t r a n s c r i p t a s a  inversa  (139), ARN de 60-70 S ,  t f p i -  
cos de v i r u s  oncog6nicos a ARN, y c i e r t a  homologla en 10s 
Gcidos nucle icos  con e l  genoma del MfTV (140 a  142) en, tumo- 
r e s  mamarios humanos. 
No, o b s t a n t e ,  afin no s e  ha di lucidado defini t ivamente 
cu5l o  cuiiles son 10s cambios que ocurren a  n ive l  del geno- 
ma mamario humano transformado. 
E l  p r e s e n t e  c raba jo  s e  o r i e n t 6  pues h a c i a  l a  bGsqueda 
de d i f e r e n c i a s  a  n i v e l  gen6mico en ADNs mamarios humanos t u -  
mora l e s ,  en r e l a c i 6 n  con s u  c o n t r a p a r t e  normal. 
Se ha  d i v i d i d o  en dos grandes 5 rea s  a  e f e c t o s  de una 
mayor comprensi6n: 
A) Es tud io  sob re  d i f e r e n c i a s  a  n i v e l  gen6mico de ADNs 
proven ien t e s  de t e j  i dos  mamarios humanos normal e s  y neopl5- 
s i c o s .  
B) Es tud io  s s h r e  m e t i l a c i b n  de c i t o s i n a  en ADNs prove- 
n i e n t e s  de c 6 l u l &  mamarias humanas normales y neop lgs i ca s .  
Por e s t u d i o s  comparativos con su  c o n t r a p a r t e  normal,  s e  
determin6 que ADNs p u r i f i c a d o s  a  p a r t i r  de tumores mamarios 
humanos p re sen t an  d i f e r e n c i a s  gen6micas a  n i v e l  de d i v e r s a s  
famil  i a s  de s ecuenc i a s  n u c l e o t l d i c a s  . Para  elilo , s e  ana l  i z 6  
en  ambos t i p o s  de ADN, l a  d i s t r i b u c i 6 n  de secuenc ias  t o t a l e s ,  
a l t a  y  medianamente r e p e t i t i v a s ,  u t i l i z a n d o  t e c n i c a s  de h i -  
b r i d a c i 6 n  mol ecul  a r .  
Asimismo f u e  p o s i b l e  demos t ra r ,  por  a n 5 l i s i s  densitomg- 
t r i c o s ,  que p a r a  l a s  p r imeras ,  l a s  d i f e r e n c i a s  observadas s e  
deben.  -a1 menos en p a r t e -  a  un patrBn de m e t i l a c i b n  d i f e r e n -  
c i a l ,  en e l  cual  l a s  c 6 l u l a s  tumorales  s e  h a l l a n  h ipome t i l a -  
das  con r e s p e c t o  a  l a s  normal e s .  
E s t a  ev idenc i a  f u e  confirmada por  1 a  c u a n t i f i c a c i b n ,  me- 
d i a n t e  c roma tog ra f l a  IZquida de a l t a  p r e s i 6 n ,  del  contenido 
r e l a t i v o  de 5mC en ADN proven ien t e s  de t e j i d o s  mamarios huma- 
nos  normales y tumorales ,  y de l a  16nea c e l u l a r  T47D, d e r i v a -  
da de un carcinoma mamario humano. 
11. DESCRIPCION METODOLOGICA 
I I. 1 . FUNDA?lENTOS 
El complejo genoma eucariote comprende fundamentalmen- 
te dos tipos de secuencias: Cnicas o informacionales, y re- 
petitivas con posible funci6n regulatoria. 
Los diferentes tipos de secuencias pueden ser detectados 
y aisl ados mediante t6cnicas de reasociacibn molecular (1 43) . 
Esta metodologla utiliza la propiedad de reasociaci6n de dos 
cadenas de ADN complementarias, previamente desnaturalizadas. 
El product0 de la concentraci6n del ADN (moles de nucle6ti- 
dos/litro) por el tiempo (segundos) empleados en una reac- 
ci6n de reasociaci6n, se define como "Cot". Este parsmetro 
caracteriza el tipo de secuencia de ADN reasociado: Existe 
una relaci6n inversa entre el nfimero de veces en que se pre- 
senta una determinada secuencia en el genoma, y el valor de 
Cot a1 cual es capaz de reasociarse. En otras palabras, se- 
cuencias mCis repetidas se reasocian a valores Cot menores que 
aqugllas que se encuentran en forma Gnica. 
La cin6tica de reasociaci6n molecular correponde ideal- 
mente a una reacci6n de segundo orden, dependiendo fundamen- 
talmente del valor Cot. En la prsctica, se simplifica su 
c%l cul o cons iderando : 
Cot = Absorbancia a 260 nm x tiempo (horas) 
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S i n  embargo, o t r o s  f a c t o r e s  a f e c t a n  tambign l a  c i n 6 t i c a  de 
r e a s o c i a c i 6 n .  E s  as: que e l  aumento de l a  concen t rac i6n  s a -  
l i n a  de l  medio incrementa  s u  ve loc idad  , como a s ?  tambign 
l a  l o n g i t u d  de fragmentos de ADN y l a  t empera tura  de i ncu -  
bac i6n  (143, 144) .  
Los segmentos de ADN reasoc iados  pueden s e r  separados  de 
a q u 6 l l o s  que permanecen como s imple  cadena,  luego de una r e -  
acc i6n  de  r e a s o c i a c i h  a  determinado v a l o r  de Cot. 
E x i s t e n  d i v e r s a s  e s t r a t e g i a s  p o s i b l e s  a  e s t e  f i n  (143) ,  
t a l e s  como c e n t r i f u g a c i 6 n  en g r a d i e n t e  de densidad ( e l  ADN 
s imp le  cadena e s  m 5 s  denso que e l  dob leca t ena r io )  en s a l e s  de 
c e s i o ,  o  adso rc i6n  s e l e c t i v a  a  d ive r sos  compuestos. En t r e  
g s t o s ,  10s  m 5 s  ampliamente u t i l i z a d o s  son f i l t r o s  de n i t r a -  
t o  de ce lu1osa  (adsorbe s e l ec t i vamen te  ADN monocatenario)  y  
c roma tog ra f l a  de a f i n i d a d  en h i d r o x i l  a p a t i t a  (HAP) . E s t a  s a l  
de  c a l c i o  y  f o s f a t o ,  en determinadas condic iones  de f u e r z a  
i 6 n i c a  y t empera tura ,  r e t i e n e  s e l ec t i vamen te  segmentos de 
ADN doble  cadena,  mien t r a s  que aqu6l los  s imple  cadena son 
pe rco l ados .  Los segmentos reasoc iados  pueden s e r  luego e l u z -  
dos por  aumento de l a  concen t rac i6n  s a l i n a .  
Por ejemplo,  a  60°C, en b a j a s  concen t rac iones  de b u f f e r  
f o s f a t o  de s o d i o  (PB) (10-30 mil), ambos A D N s  mono y  b i c a t e -  
n a r i o  son adsorb idos  a  HAP; en condic iones  in te rmedias  
(0 ,12 M), s e  e luyen cadenas s imp le s ,  mien t ras  que concen t ra -  
ciones a l t a s  (0,4 M) son requeridas  para l a  e luc i6n  de do- 
b l e s  cadenas (145j 
Los segmentos monocatenarios pueden s e r  tambi6n e l imi -  
nados por  d i g e s t i 6 n  con nucleasa S1 (de Aspergi l lus  o r i zae )  , 
l a  cual en condiciones controladas es  capaz de h i d r o l i z a r -  
10s s i n  a f e c t a r  ADN b ica tena r io  (146). 
Mediante una manipulaci6n adecuada de e s t a s  metodologf- 
a s  e s  p o s i b l e  se lecc ionar  secuencias de d i f e r e n t e  f recuencia  
genbmica . 
Las t6cnicas  de h ibr idac i6n  molecular s e  emplean para 
d e t e c t a r  homologlas e n t r e  A D N s ,  cons is t iendo en reacciones 
de reasociac i6n  en l a s  cua les  10s segmentos desnatural izados 
provienen de d i f e r e n t e s  fuen tes .  Asimismo pueden emplearse 
pa ra  d e t e c t a r  homologlas e n t r e  fragmentos de ADN y ARN. 
De acuerdo a l a s  condiciones en que ambas cadenas Sean 
capaces de h i b r i d a r ,  e s  pos ib le  c a l c u l a r  e l  grado de homolo- 
g l a  e n t r e  e l l a s .  
Se de f ine  como " c r i t e r i o "  a l a  d i fe renc ia  e n t r e  l a  tempe- 
r a t u r a  media de desnatura l izac i6n  del ADN (Tm) y l a  tempera- 
t u r a  de incubaci6n de l a  reacci6n (143). Cuando 6 s t a  s e  rea-- 
l i z a  ba jo  c r i t e r i o  e s t r i c t o ,  s610 pueden formarse h lbr idos  
con a l t o  grado de homologfa (generalmente corresponde a i n -  
cubaciones a a l t a s  temperaturas y/o ba ja  fuerza  i 6 n i c a ) .  
S i  e l  c r i t e r i o  es  nc e s t r i c t o ,  podrgn d e t e c t a r s e  tambi6n h l -  
b r i d o s  con b a j o  grado de homologia ( t empera turas  b a j a s  y /o  
f u e r z a  i 6 n i c a  e l  evada) . 
En l a  a c t u a l i d a d ,  l a  metodologia m5s f recuentemente  u-  
t i l i z a d a  pa ra  r e a l i z a r  h i b r i d a c i o n e s  moleculares  c o n s i s t e - e n  
i nmov i l i za r  una de l a s  cadenas s o b r e  un s o p o r t e  s 6 l i d o  (ge- 
nera lmente  f i l  t r o s  de n i t r a t o  de c e l u l o s a )  . E .  Southern ap1 i- 
c6 e s t a  t g c n i c a  t r a n s f i r i e n d o  10s  f i l t r o s  fragmentos de ADN 
ob ten idos  por  d iges  t i b n  con endonucl ea sa s  e s p e c i f i c a s  (enz i- 
mas de r e s t r i c c i b n )  y r e s u e l t o s  por  e l e c t r o f o r e s i s  en g e l e s  
de agarosa  (147) .  Los fragmentos con ten idos  en e l  ge l  son 
d e s n a t u r a l i z a d o s  en 5 l c a l i .  Luego 6 s t e  s e  pone en con tac t0  
d i r e c t 0  con e l  f i l t r o ,  y 10s segmentos de ADN son t r a n s f e r i -  
dos por  un f l u j o  con t inuo  de so luc i6n  s a l i n a  concen t rada .  E l  
ADN monocatenario e s  f i j a d o  s o b r e  e %  s o p o r t e  por  ca lentamien-  
t o  en v a c l o  a 70°C. 
La incubacibn en condic iones  apropiadas  pa ra  r e a s o c i a -  
c i 6 n ,  pe rmi t e  d e t e c t a r  luego 10s  hzbr idos  formados e n t r e  
e l  ADN f i j a d o  y ARN o ADN marcados radioact ivarnente ,  por  au to -  
r a d i o g r a f l a .  
Se debe c o n s i d e r a r  que cuando una de l a s  cadenas que i n t e r -  
v i enen  en l a  h i b r i d a c i b n  s e  h a l l a  f i j a ,  l a  reacc i6n  s e  a l e j a  
de l a  c i n g t i c a  i d e a l  de segundo orden ,  y no e s  p o s i b l e  d e f i -  
n i r  e l  orden de d i cha  r eacc i6n .  ?or  l o  t a n t o ,  l a s  cons ide ra -  
c iones  s o b r e  v a l o r  Cot expues tas  pa ra  e l  caso de r ea soc i ac i6n  
en f a s e  I f q u i d a ,  no son v i i l i da s .  S i n  embargo e s  de e s p e r a r  
que l a s  s ecuenc i a s  r e p e t i t i v a s  h i b r i d e n  con ve loc idad  ma- 
yor que l a s  i in icas .  
La ob tenc idn  de ADN r a d i o a c t i v o  (sonda) para  e s t o s  f i n e s  
puede l l e v a r s e  a  cab0 mediante e l  emplo Be1 denominado "m6- 
todo  de c o r t e -  t raducc ibn"  (n i ck -  t r ans1  a t i o n )  (1 48) .  Se basa  
en i n t r o d u c i r  c o r t e s  en una de l a s  cadenas del  ADN con ADN- 
a s a  I ,  dejando un extremo 3'OH. A p a r t i r  de Gs te ,  una segun- 
da enzima, l a  ADN-polimerasa I comienza una r eacc i6n  de r e -  
pa rac idn .  Por medio de s u  a c t i v i d a d  de 5 ' exonuc leasa ,  e l i m i -  
na 10s  n u c l e 6 t i d o s  adyacentes  a1 c o r t e ,  en forma s u c e s i v a  y 
en  d i r e c c i 6 n  3 ' .  Asimismo va incorporando desde e l  extremo 
3'OH 10s n u c l e d t i d o s  co r r e spond ien t e s  que s e  encuentren en 
e l  medio. S i  en 6 s t e .  s e  co loca  a1 menos uno de 10s  c u a t r o  
nuc l  e e d t i d o s  5  ' t r i f o s f a t o  requer idos  , marcado en pos i c ibn  o(, 
con 3 2 ~ ,  s e r l  incorporadn a  l a  cadena "reparada".  A s i ,  puede 
s e r  u t i l i z a d a  como sonda en e s t u d i o s  de h i b r i d a c i 6 n  molecu la r .  
Las enzimas de r e s t r i c c i 6 n  a n t e s  mencionadas, son  endo- 
nucl  e a s a s  que reconocen secuenc i a s  de nucl e 6 t i d o s  especzf  i -  
c a s  en ADN doble  cadena,  y  l a s  c l i % ~ n  en s i t i o s  determinados.  
La pr imera  de e l l a s  en s e r  a i s l a d a ,  en 1968, s e  obtuvo (1.49) de 
una cepa de E .  c o l i .  En l a  a c t u a l i d a d ,  s e  d ispone de nume- 
r o s a s  endonucl ea sa s  de r e s  t r i c c i 6 n  , provenien tes  de d i v e r s a s  
e s p e c i e s  b a c t e r i a n a s .  
En l a  c g l u l a  de o r i g e n ,  cada una de e s t a s  enzimas, con- 
juntamente con o t r a  que modi f ica  (por  me t i l ac i6n  generalmen- 
t e )  l a  misma s e c u e n c i a ,  forman un s i s t ema  de modi f icac i6n-  
r e s t r i c c i 6 n .  
De p a r t i c u l a r  i n t e r e k  pa ra  e l  e s t u d i o  de pa t rones  de me- 
t i l a c i 6 n  son  l a s  enzimas de r e s t r i c c i 6 n  Hpa I1 y  Msp I ( a i s -  
l a d a s  de Haemophilus pa ra in f luenzae  y  Morixel l a  s p .  r e spec -  
t i vamen te ) .  Conforman un p a r  de isosquiz6meros ,puesto  que 
reconocen l a  misma secuenc i a ,  C - C - G - G ,  in t roduc iendo  un c o r -  
t e  e n t r e  10s  dos r e s iduos  de c i t o s i n a .  S i n  embargo, Npa I1 
no e s c i n d e  e l  ADN s i  l a  c i t o s i n a  i n t e r n a  s e  h a l l a  m e t i l a d a ,  
m ien t r a s  que Msp I no puede c l i v a r l o  s i  l a  c i t o s i n a  e x t e r n a  
e s t 5  m e t i l a d a  (111) .  
La ob tenc i6n  de pa t rones  e l e c t r o f o r ~ t i c o s  de ADN i d 6 n t i -  
cos  luego de l a  d i g e s t i 6 n  con una u  otrzi enzima excluye l a  
p o s i b i l i 6 a d  de que l a  r e s i s t e n c i a  a1 c l i v a j e  s e  deba a  l a  
p r e s e n c i a  de l a  secuenc ia  un imet i l ada .  Por e l  c o n t r a r i o ,  s i  
e x i s t e  mayor d i g e s t i 6 n  con a lguna de e l l a ,  puede a t r i b u i r s e  
a  l a  m e t i l a c i 6 n  d i f e r e n c i a l  l a  des igua ldad  encont rada .  
E l  grado de m e t i l a c i 6 n  de un determinado ADN puede ana- 
l i z a r s e  por  determinaci6n del  con ten ido  de 5mC. Para e l l o ,  
e s  n e c e s a r i o  h i d r o l  i z a r  e l  ADN h a s t a  sus  b a s e s ,  nucl e 6 s i d o s ,  
o  n u c l e 6 t i d o s  c o n s t i t u t i v o s ,  l o  cual  es  p o s i b l e  por medio de 
d i g e s t i 6 n  enzimii t ica ,  o  h i d r 6 l i s i s  5cida  con t ro l ada .  Luego, 
10s componentes de l  h i d r o l i z a d o  deben s e r  separados  y  cuan- 
t i f i c a d o s .  Actualmente,  l a  compleja t e cno log ia  de l a  c r o -  
ma tog ra f l a  l l q u i d a  de a l t a  p r e s i 6 n  (HPLC)  provee una exce-  
l e n t e  e s t r a t e g i a  pa ra  ambos p r o p 6 s i t o s .  
1 1 . 2 . 1 .  T e j i d o s  y  c u l t i v o s  c e l u l a r e s  
Como f u e n t e  de 'ADN mamario humano, r e  empl earon b i o p s i a s  
ob t en idas  de p a c i e n t e s  femeninos en d i v e r s o s  cen t ro s  a s i s t e n -  
c i a l e s .  Las p i e z a s  qu i rGrg icas  fueron  s u j  e t a s  a  an51 i s i s  
angtomo-patol6gicos ,  c o n s i s t i e n d o  en carcinomas mamarios 
p r imar io s ,  y  t e j i d o  per i tumora l  - considerado h i s to l6g icamen-  
t e  normal - de l a  misma p a c i e n t e .  
Asimismo s e  u t i l i z 6  una m e t g s t a s i s  de carcinoma mamario 
en ep ip l6n .  
Todas l a s  p i e z a s  qu i r f i rg icas  fueron  colocadas  en h i e l o  
seco  en e l  momento de su  e x t r a c c i h ,  y conservadas b a j o  n i -  
t r6geno  Izqu ido  h a s t a  s u  procesamiento .  
En e s t u d i o s  de met i l ac i i jn ,  s e  emple6 tambi6n l a  IFnea 
c e l u l a r  T47D,  der ivada  de un carcinoma mamario humano, l a  
cua l  f u e  gen t i lmente  p r o v i s t a  por  l a  Dra. I a f f a  Keydar (Uni- 
v e r s i d a d  de Tel -Aviv, I s r a e l  ) . 
11.2.2. Productos biol dgicos y reactivos 
Enzimas . 
-Ribonucl easa pancregtica bovina (ARNasa A) : Sigma Bio- 
Chemicals - Tipo IA. 
-ADNasa I y ADN-polimerasa I de E. coli: Amersham. 
-Nucleasa S ,  de Aspergillus orizae, Proteinasa K de 
Tritirachium album : Boheringer Mannheim. 
-Endonucleasas de restricci6n : Bethesda Reasearch Lab. 
Se enuncia a continuaci6n la secuencia y sitio de 
corte de cada una de las enzimas de restricci6n em- 
pl eadas : 
Hae 111: GG CC 
Hind I I1 : A AGCTT 
Eco R, : G AATTC 
Pst I : CTGCA G 
Xba I : T CTAGA 
Sma I : CCC GGG (no corta CCSmCGGG) 
Hpa 11: CC GG (no corta C5mCGG) 
FIsp I : CC GG (no corta 5mCCGG) 
ADN de fago lambda y ADN de fago 0x174,  seroalbGmina bo- 
vina libre de nucleasas: Bethesda Research Lab. 
ADN de pl5smido pBR322: gentilmente cedido por el Insti- 
tuto de Ingenierla Gengtica y Biotecnologla (INGEBI). 
Deoxinucle6t idos  S 1 t r i f o s f a t o ,  b a s e s ,  ADN de t e s t l c u l o  
de salm6n de a l t o  peso molecu la r ,  T r i s - b a s e ,  Tris-HC1 , 
F i c o l l  (PM 400.000),  pol i v i n i l p i r r o l  idona (PM 360.000) , 
P i p e s ,  SDS, EDTA, Sarkosy l ,  bromuro de e t i d i o ,  s e r o -  
albfimina bovina f r a c c i 6 n  I V ,  Antifoap. A: Signs Biochem. 
Sephadex ( G  SO,  G 25) :  Pharmacia 
H i d r o x i l a p a t i t a  (grado cromatogr i i f ico) ,  aga rosa ,  a c r i l -  
amida, b i s a c r i l a m i d a ,  TEMED, p e r s u l f a t o  de amonio, 
DTT, mercapto-etanol  ( todos  grado e l e c t r o f o r 6 t i c o ) :  
Bio-Rad Lab. 
Deoxinuclebt idos  5 ' t r i f o s f a t o - o (  3 2 ~ .  
- dCTP A . E .  400 Ci/mmol : Amersham 
- dCTPA.E. 4.000 Ci/mmol: Amersham 
- dCTP A.E.  4.200 Ci/mmol: New England Nuclear 
- dGTP A . E .  2.500 Ci/mmol: New England Nuclear 
Fen01 y 5c ido  f 6rmico : Fi sche r  ( fueron  b i d e s t i l  ados) 
Eiedios de c u l t i v o  y sue ro  f e t a l  bovino: Gibco Lab. 
H id roc lo ru ro  y t i o c i a n a t o  de guanidina  (grado u l t r a  p u r o ) :  
Fl uka . 
Todo o t r o  r e a c t i v o  u t i l i z a d o  f u e  de grado a n a l l t i c o  
(Ma1 1 i n k r o d t  , Merck, F i s che r  o Carlo Erba) . 
F i l t r o s  de n i t r a t o  de c e l u l o s a :  Sch l e i che r  y Schuel l  BA85. 
P l acas  de a u t o r r a d i o g r a f l a :  Kodak X-0-?.!at AR5 
11.2.3.  Ins t rumenta l  
Cen t r l fuga :  I n t e r n a t i o n a l  modelo B-20 
Homogenizadores: Po ly t ron  PT-10, Omnimixer S o r v a l l .  
EspectrofotBmetros  : Beckman model o DB-G, H i t a c h i  model o 
100-60, Unicam SP-800 adaptado por  
J . M .  Azcurra y col  . (1 50) .  
Contadores de c e n t e l l e o  I l q u i d o :  Beckman modelo LS-100C, 
Packard T r i c a r b ,  model o 
3320. 
Fuente de poder p a r a  e l e c t r o f o r e s i s :  Pharmacia modelo 
EPS-500/400. 
Equipo de c romatograf la  l l q u i d a  de a l t a  pres iBn:  
Waters ,  gen t i lmen te  cedido por  Labora tor ios  Gador. 
Cromat6grafo: Vodelo ALC/GPC 204 
De tec to r  UV: Modelo M-441 
Bomba : Modelo 6000 A 
I n y e c t o r :  Modelo U G K  
M6dulo de d a t o s :  !.lodelo M-730 
Columna: de vidrio, preempaquetada, de octadecil -sil a- 
silano unido a sllice, digmetro interno 5 u 
CGC-C1 (blerck) . 
I I. 3. llETODOS 
11.3.1. Cultivos celulares 
Las c6lulas T47D fueron cultivadas en monocapas. El me- 
dio de cultivo consisti6 en RPMI 1640, amino5cidos no esen- 
ciales 1%, L-glutamina 2 mM, insulina I O - ~ M ,  penicilina 100 
U/ml, estreptomicina 100 mcg, suero fetal bovino 10%. Los 
cul tivos fueron mantenidos bajo atm6sfera humidificada de 
C02 5% en aire, a 37OC. 
Las c6lul as fueron subc~zl tivadas semanalmente. 
11.3.2. Purificaci6n de ADN 
Se utilizaron,en forma alternativa, dos metodos de puri- 
ficacidn: 
11.3.2.1 . bi6todo de purificaci6n de ADN empleando sales de Guani- 
dina: Se utiliz6 con tejidos mamarios humanos, norma- 
les y carcinomatosos, de acuerdo a1 esquema que se muestra 
a continuaci6n, basado en la tgcnica de Chirgwin y col (151). 
Fue descripta originalmente para la obtenci6n de ARN 
mensajero, y se resume a continuaci6n: 
P u l v e r i z a c i 6 n  e n  m o r t e r o  
b a j o  n i t r 6 g e n o  l i q u i d 0  
+ 
H o m o g e n i z a c i 6 n  e n  s o l u c i 6 n  c o n t e n i e n d o  
TCN d e  g u a n i d i n a  4M - S a r k o s y l  0,5 % 
c i t r a t o  d e  Na 25 mM pH 7 - m e r c a p t o -  
e t a n o l  0,l M - A n t i f o a m  0,1%. 
1 
domogena to  
Ctf 9000 rpm 10' 
& & 
P . P .  S.N. 
= A  - ( - P r e c i p i t a c i S n  con 
0,025 v o l .  d e  g c .  
0,75 v o l .  e t a n o l .  
14 h s .  a  -20°C. 
1 -Ct f  9000 rpm 10' a  -10°C. 
+ 
S.N. 
- R e s u s p e n s i 6 n  e n  s o l u c i 6 n  
c o n t e n i e n d o  HC1-guan id ina  
7,5 M - c i t r a t o  Ma 25 mM 
pH 7 - DTT 5 mM. 
- F r e c i p i t a c i G n  con 0,025 
v o l .  d e  5 c .  a c ' 6 t i c o  1 M - 
0,5 v o l .  e t a n o l .  
14 h s  a  -20°C. 
-Ctf 9000 rpm 10' a -10°C 
6 veces 
4C 
P . P .  
3 
S . N .  
= ARN =C 
- 
A ,  B ,  y C estaban disponibles en nuestro laboratorio 
como productos intermedios de purificaci6n de ARN, y fueron 
utilizados como fuente 3e obtenci6n de ADN, como se indica 
seguidamente: 
- E x t r a c c i 6 n  con 
T r i s - H C 1  50 mM 
pH 7 - a c e t a t o  
d e  Na 0 , 2  M .  
-C t f  9000 rpm 1 0 '  
clr 
P.P., 
* 
-L l evados  a  c o n c e n t r a c i 6 n  f i n a l  d e  
NaCl 0 , 4  M ,  y p r e c i p i t a d o s  con 2 , 5  
v o l .  d e  e t a n o l ,  14 h s .  a  -20°C. 
-Ct f  9000 rpm 2 0 '  a  -lO°C. 
I 
P . P . =  D S.N. 
( ADN 
-Lavado con e t a n o l .  Secado  con n i t r o g e n 0  g a s e o s o  
- ~ e s u s p e n s i 6 n  en  T r i s - H C 1  50 mM pH 8 - EDTA 2 mM - 
a c e t a t o  de  Na 20 mM. 
v - D e s p r o t e i n i z a c i 6 n  p o r  a g i t a c i 6 n  con i g u a l  v o l .  I de  c l o r o f o r m o ,  C t f  6000 rpm 1 0 '  a  temp. a m b i e n t e .  3 v e c e s  
F a s e  a c u o s a  
2  veces.--> ~ r e c i b i t a c i ~ n  a l c o h 6 l i c a  p o r  14 h s  a  -20°C 
?' 
~ e e s s p e n s i 6 n  en agua  b i d e s t i l a d a  
Pues to  que e s t e  mGtodo no s e  u t i l i z a  en forma convencio- 
na l  , s e  c a l c u l 6  e l  p o r c e n t a j e  de recuperac idn  del  m a t e r i a l  
ob t en ido ,  mediante ensayos p a r a l e l o s  empleando can t idades  
conocidas de ADN p u r i f i c a d o  a  p a r t i r  de timo de t e r n e r a .  
Se v e r i f i c 6  l a  n a t u r a l e z a  del  mismo, ana l izando  s u  com- 
por tamien to  f r e n t e  a  h i d r 6 l i s i s  enzimii t ica con ADNasa I ,  
ARNasa A (p reca l en t ada  a  80°C pa ra  e l i m i n a r  contaminaci6n 
p o s i b l e  con ADNasas) , o h i d r 6 l  i s i s  a1 ca l  i n a .  
Las r eacc iones  de d i g e s t i d n  con ADNasa I s e  r e a l i z a r o n  
en p r e s e n c i a  de Tris-HC1 20 mM pH 7,5  - ElgCI2 5  mM ; l a s  de 
d i g e s t i 6 n  con ARNasa A en Tris-HC1 10 ml4 pH 7 , 5 ,  incubgndose 
ambas con 14 ug de l a  enzima co r r e spond ien t e ,  a  3 7 " C ,  duran t e  
30 minutos .  La h i d r 6 l i s i s  a l c a l  i n a  s e  r e a l i z 6  por  incubaci6n 
d u r a n t e  3 minutos a  100°C en NaOI1 0 ,25  M, neu t r a l i z5ndose  
pos t e r io rmen te  con HCI 1  N .  
E l  m a t e r i a l  r e s i s t e n t e  a  l a  h i d r 6 l i s i s  s e  p r e c i p i t d  en 
5c ido  t r i c l o r o a c G t i c o  (TCA) 10% f r l o ,  en p r e s e n c i a  de s e r o -  
albiimina bovina (BSA) pa ra  c o - p r e c i p i t a r .  Luego de c e n t r i f u -  
g a r  a  2000 rpm du ran t e  10 minutos ,  s e  c u a n t i f i c 6  e l  m a t e r i a l  
Bcido s o l u b l e  po r  absorbanc ia  a  260 nm (A260) 
Una vez determinada l a  p r e s e n c i a  de ADN en D ,  s e  f i n a l i -  
26 s u  p u r i f i c a c i 6 n  po r :  
a )  h i d r d l i s i s  a l c a l i n a  suave:  incubaci6n 5  horas  a  0°C en 
NaOH 0 ,3  N ,  de ten ida  po r  agregado de Tris-HCI pH 7 h a s t a  
0,1 M y n e u t r a l i z a c i 6 n  con HCI. 
b) h i d r 6 l i s i s  con gl  i c o s i d a s a s :  E l  ADN obten ido  en a ) ,  f u e  
p r e c i p i t a d o  con e t ano l  a  -20°C, cen t r i fugado ,  resuspendi -  
do en EDTA 1  mM, y d i g e r i d o  con 50 ug/ml de g l i ' cos idasas  
mix tas  du ran t e  1  h o r a  a  37"C, en p r e s e n c i a  de a c e t a t o  de 
Na 6 M pH 4,8. La d i g e s t i 6 n  s e  f i n a l i z 6  por  n e u t r a l i z a -  
c i 6 n  con NaOH 0 , l  N. 
c )  d iges t i t i n  con p r o t e i n a s a  K :  incubacidn a  37OC por  1 hora  
en  p r e s e n c i a  de SDS 0 ,5%-  p r o t e i n a s a  K 100 ug/ml- Tris-HC1 
20 f i 1  pH 7- EDTA 2 d l .  
d) d e s p r o t e i n i z a c i 6 n  con cloroformo h a s t a  ob t ene r  i n t e r f a s e  
l i b r e  de m a t e r i a l  o rg5nico  y p r e c i p i t a c i d n  de l a  f a s e  a -  
cuosa .  
11.3 .2 .2 .  Metodo de p u r i f i c a c i 6 n  de ADN a  p a r t i r  de nGcleos: Las 
b i o p s i a s  humanas normales y  tumora les ,  conservadas b a j o  n i -  
t r6geno  l  i q u i d o ,  fueron  l l e v a d a s  a  O°C, t empera tura  a l a  cual  
s e  homogenizaron con un Poly t ron  en aproximadamente 10 v o l .  
de s o l u c i 6 n  conteniendo'  Tris-HC1 50 dl pH 7,8 - EDTA 10-20 
mM - NaCl 0 ,15  EI (TNE). 
Los nGcleos s e  p r e c i p i t a r o n  po r  c e n t r i f u g a c i 6 n  a  2000 rpm 
d u r a n t e  10 minutos a  O°C, resuspendie ron  en so luc idn  TNE, y 
l i s a r o n  a  t empera tura  ambiente por  agregado de SDS h a s t a  con- 
c e n t r a c i 6 n  f i n a l  de 0 ,5%.  
Los 5c idos  n u c l e i c o s  s e  d e s p r o t e i n i z a r o n  por  s u c e s i v a s  
e x t r a c c i o n e s  f e n d l i c a s  y c lo ro fd rmicas  a  t empera tura  ambien- 
t e ,  separ5ndose l a s  f a s e s  acuosas por  c e n t r i f u g a c i 6 n  a  
10.000 rpm d u r a n t e  tiempos v s r i a b l e s  (10-30 minutos,  de a -  
'cuerdo a  l o  r eque r ido  p a r a  ob t ene r  una buena s epa rac i6n  
de f a s e s  en cada c a s o ) .  Las i n t e r f a s e s  ob ten idas  fueron  
r e - e x t r a c t a d a s  dos veces  cada una,  con f a s e  acuosa f r e s c a .  
Todas l a s  f a s e s  acuosas co r r e spond ien t e s  a  cada muest ra  s e  
r e u n i e r o n  y somet ie ron  a  p r e c i p i t a c i 6 n  a l c o h 6 l i c a .  
Los 5c idos  nucl  e i c o s  fueron  col  ec tados  por  c e n t r i f u g a -  
c i 6 n  a  -10°C , 5000 rpm, du ran t e  15 minutos ,  y resuspendi -  
dos en  s o l u c i 6 n  conteniendo Tris-HC1 20-50 mbf pH 7,5  y EDTA 
5-10 mM. 
Los ARN s e  h i d r o l i z a r o n  por  d iges t . i6n con ARNasa A (p re -  
c a l e n t a d a  a  80" C) en concen t rac i6n  f i n a l  de 100 ug/ml , du- 
r a n t e  1  hora  a  37 O C .  
Las muest ras  s e  d i g i r i e r o n  luego con p r o t e i n a s a  K ( 0 , l -  
0 , s  mg/ml) a  37°C du ran t e  1  h o r a ,  y l a s  t r a z a s  de p r o t e i n a  
remanente,  e x t r a i d a s  con fen01 y cloroformo sucesivamente .  
Los ADNs fueron  p r e c i p i t a d o s  con e t a n o l ,  c e n t r i f u g a d o s ,  
y resuspendidos  oportunamente en agua b i d e s t i l a d a  e s t 6 r i l .  
La p u r i f i c a c i d n  de ADN a  p a r t i r  de c 6 l u l a s  T 4 7 D  s e  r e a -  
l i z 6  bss icamente  de l a  misma manera, con l a  excepci6n que 
l a s  c 6 l u l a s  e n t e r a s  fueron l i s a d a s  " i n  s i t u "  a 37OC duran t e  
1  h o r a ,  en p l acas  de P e t r i  (35 mm de dismetro)  en l a s  cua l e s  
fueron  c r e c i d a s  h a s t a  c c n f l u e n c i a .  La s o l u c i 6 n  de l i s i s  con- 
t e n l a  Tris-HC1 50 mb1 pH 7 ,8  - EDTA 5 mM - SDS 0 ,1% - 
p r o t e i n a s a  K 0 , s  mg/ml , procediendose  luego de i gua l  manera 
que con 10s  nficleos ob ten idos  de t e j i d o s .  
11.3 .3 .  Cor t e  de l  ADN 
11 .3 .3 .1 .  Cor te  mec5nico: (ob tenc i6n  de fragmentos ap tos  pa ra  
r e a s o c i a c i 6 n  en f a s e  1  l qu ida )  (30,  143) Cantidades v a r i a b l e s  
de ADN fueron  l l e v a d a s  a  concen t rac i6n  aproximada de 0 , s  mg/ml 
en p r e s e n c i a  de Tris-HC1 50 mM pH 7,8 - EDTA 10 mM - Na C1 
0 , l S  M ,  y f r acc ionadas  mec5nicamente en un homogenizador 
Omni-Mixer a  ve loc idad  mgxima, du ran t e  5 minutos ,  en pu lsos  
de 30 segundos,  a  0°C. E s t e  procedimiento  produce fragmentos 
de g ran  tamafio, pe r0  s e  empJe6 como metodo de c o r t e  p r e l i -  
minar ,  capaz de d i sminu l r  l a  e levada  v i s c o s i d a d  del  ADN na- 
t i v o  en s o l u c i 6 n  acuosa .  Luego s e  e f e c t u 6  e l  f raccionamien-  
t o  h a s t a  segmentos m5s pequefios, mediante 60 p a s a j e s  fo rzados  
a  t r a v e s  de aguj  a  hipodermica c a l i b r e  25- 5 /8 '  , u t i l  izando 
j  e r i n g a s  d e s c a r t a b l e s  e s t g r i l e s  . 
11 .3 .3 .2 .  Cor tes  enzim5t icos  (obtenci6n de fragmentos de tamafios 
v a r i a b l e s ,  a  s e r  r e s u e l  t o s  por  e l  e c t r o f o r e s i s )  . 
a )  blarcadores de peso molecular :  A1 l c u o t a s  de ADN p u r i f i c a -  
dos de fagos  lambda o  O X 1  7 4 ,  o  pl5smido pBR322, fueron  d ige -  
r i d a s  con enzimas de r e s t r i c c i 6 n  en condic iones  aprop iadas ,  
incubsndose con 1 U.E./mg ADN duran t e  1 hora  a  37"C, d e t e -  
niendo l a  r eacc idn  por e l  agregado de EDTA, g l i c e r o l  y a -  
zul de bromofenol h a s t a  concen t rac iones  f i n a l e s  de 15 my. 
10% y 0,5% respec t ivamente .  
b )  Obtencidn de fragmentos de r e s t r i c c i d n  de ADNs normales 
y neop l5s i cos  : A1 l c u o t a s  de ADNs a1 tamente p u r i f i c a d o s  a  
p a r t i r  de t e j i d o  mamario humano normal o  tumoral ,  y de l a  
lZnea c e l u l a r  T47D, fueron  d i g e r i d a s  con d i v e r s a s  enzimas de 
r e s t r i c c i 6 n  en condic iones  aprop iadas .  En g e n e r a l ,  s e  u t i l i -  
zd exceso de enzima en r e l a c i d n  a  l o  ind icado  por  10s  provee- 
dores  p a r a  l a  d i g e s t i d n  completa de ADN de fago lambda u o- 
t r o s .  Las incubaciones  s e  r e a l i z a r o n  en condic iones  de e s t e -  
r i l i d a d ,  extremando dicho cuidado cuando l a s  mismas s e  I l e -  
varon  a  cab0 du ran t e  tiempos prolongados .  
E l  grado de d i g e s t i d n  ob ten ido  f u e  monitoreado por  e l e c -  
t r o f o r e s i s  en g e l e s  de aga rosa ,  v i s u a l i z a d o s  por  t i n c i 6 n  con 
bromuro de e t i d i o ,  como s e  d e t a l l a r 5  m5s a d e l a n t e .  
La c o r r e c t a  a c t i v i d a d  de l a  enzima y l a  ausenc ia  de i n -  
h i b i d o r e s  en l a  mezcla de r e a c c i d n  fueron aseguradas  por  en- 
sayos  p r e l  iminares  (Control  e s  a d i c i o n a l  e s  s e r 5 n  ind icados  
cuando corresponda)  . 
Las condic iones  de incubacidn pa ra  cada enzima de r e s -  
t r i c c c i 6 n  s e  enumeran a con t inuac i6c :  
- Eco R I :  Tris-HC1 50 ml4 pH 7 ,5  - MgC1 10 mEI - NaCl 0 ,15  M- 
DTT 1  I$!. 
- Hae 111: Tris-HC1 50 mN pH 7,5 - HgCI2 5  mM - DTT 0 ,5  &4. 
- Hind 111: Tris-HC1 2 0  mM - I..lgCl2 7 mV - NaCl 6 0  mM. 
- P s t  I : Tris-HC1 50 mhl pH 8 - MgCl 10 mM - NaCl 50 mM. 
- Xba I :  Tris-HCL 6 mM pH 7 , 4  - MgC12 6 mM - NaCl 100 mhl. 
- Sma I :  Tris-HC1 15 mMpH 8  - UgCI2 6 mM - KC1 15 mM. 
- Hpa 11: Tris-HC1 20 mM pH 7 , 4  - MgCIZ 10 mM - DTT 1  mM. 
- Msp I :  Tris-WC1 50 mM pH 8 - MgC12 10 m?l - DTT 1 m!. 
Todas l a s  incubaciones  s e  r e a l i z a r o n  a  37°C du ran t e  t i em-  
pos v a r i a b l e s  , en p r e s e n c i a  de 100 ug/ml de BSA 1  i b r e  de nu- 
c l  e a s a s  . 
Las so luc iones  de incubaci6n s e  p repara ron  concentradas  
10 veces ,  f i l t r a d a s  a  trav6,s  de membranas M i l l i p o r e  0,45 u ,  
y a u t o c l  avadas . 
11.3.4.  E l e c t r o f o r e s i s  
La e l e c t r o f o r e s i s  en g e l e s  de p o l i a c r i l a m i d a  y / o  agarosa  
s e  r e a l i z 6  con d i v e r s o s  p r o p 6 s i t o s :  determinaci6n de tamafio 
de fragmentos de ADN co r t ados  mecgnicamente, s epa rac i6n  de 
fragmentos de r e s t r i c c i 6 n  pa ra  p o s t e r i o r  t r a n s f e r e n c i a  a  f i l -  
t r o s  de n i t r o c e l u l o s a  o  pa ra  f o t o g r a f l a ,  e l e c t r o f o r e s i s  p r e -  
p a r a t  i v a .  
11 .3 .4 .2 .  Gel e s  de pol i a c r i l  amida: Se empl earon gel  e s  p l  anos 
v e r t i c a l e s  de 1 3  x 6 ,5  x 0 , 2  cm, de p o l i c a r i l a m i d a  4 %  (Acr i -  
lamida 30 :b i s ac r i l amida  0 , 8 ) ,  con gel e s p a c i a d o ~  de agarosa  
0 , 5 % .  Las muest ras  fueron  sembradas en y r e s e n c i a  de EDTA 
15 mM - g l i c e r o l  10% - azul  de bromofenol 0 ,5%.  E l  marcador 
de tamaiio molecular  f u e  ADN de fago @ X I 7 4  d i g e r i d o  con Hae I11  
Las c o r r i d a s  e l  e c t r o f o r 6 t i c a s  s e  r e a l  i z a r o n  en so luc i6n  con- 
t en i endo  T r i s - a c e t a t o  20 IXIM pH 7,9 - EDTA 2mbI, duran t e  3  
h o r a s  a  200V - 40mA. Una vez f i n a l i z a d a s ,  10s g e l e s  fueron 
teAidos con bromuro de e t i d i o  (2 ug/ml) y v i s u a l i z a d o s  ba jo  
l u z  U.V. 
11.3 .4 .2 .  Geles de aga rosa :  Se u t i l i z a r o n  g e l e s  p l anos ,  gene- 
ra lmente  h o r i z o n t a l e s ,  de dimensiones v a r i a b l e s .  El po r -  
c e n t a j e  de agarosa  s e  escogi6  de acuerdo a1 tamado de f r a g -  
mentos a  r e s o l v e r ,  e n t r e  0,8 - 3  %. La muestras  fueron  sem- 
bradas  en p r e s e n c i a  de so luc idn  i d g n t i c a  a  l a  i nd i cada  en 
e l  punto a n t e r i o r .  La so3uci6n de c o r s i d a  f u e  T r i s - a c e t a t o  
20 pH 8 , 3 -  a c e t a t o  de Na 1 ml4 - EDTA 2 mM, y l a s  cond ic io -  
nes  de v o l t a j e  y t iempo fueron  v a r i a b l e s .  
Los marcadores de peso molecular  empleados fueron :  ADN 
de fago lambda d i g e r i d o  COG Hind 111, de fago 0x174 d i g e r i d o  
con Hae 111, y de pl5smido pBR322 d i g e r i d o  con Hae 111. 
Los g e l e s  fueron  luego tefi idos en l a s  condic iones  a n t e -  
r i o r e s ,  sometidos a  t r a n s f e r e n c i a ,  o  a e l u c i 6 n  de a lguna de 
s u s  bandas 
11.3.5. E luc i6n  de fragmentos de AD& r e s u e l t o s  por  e l e c t r o f o r e -  
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sis  p r e p a r a t i v a  
Fragmentos de ADN de 300 y 4000 bp fueron  e l u l d o s  de ge-  
l e s  de agarosa  3% p r e p a r a t i v a .  Una vez ubicadas  l a s  bandas 
co r r e spond ien t e s ,po r  comparaci6n con ADN de pl5smido pBR322 
d i g e r i d o  con Hae 111, fueron  c o r t a d a s  y procesadas  a1 t e r n a -  
t ivamente  de acuerdo a  dos metodologias (152) :  
11.3 .5 .1 .  E l e c t r o e l u c i 6 n :  Las bandas del  gel  conteni'endo 10s  
fragmentos deseados , fueron  col  ocadas en bol s a s  de dig1 i s i s .  
I 
j un to  con una pequefia can t idad  de s o l u c i 6 n  de c o r r i d a .  Una 
vez c e r r a d a  l a  b o l s a ,  s e  colocd en l a  cuba de e l e c t r o f o r e s i s ,  
sumergida t o t a l m e n t e  en 1  a  s o l u c i d n  mencionada, y sometida 
a  e l e c t r o f o r e s i s  d u r a n t e  2-4 horas .  Una vez f i n a l i z a d a  l a  
e l u c i 6 n ,  s e  i n v e r t i 6  l a  p o l a r i d a d  unos segundos p a r a  e v i -  
t a r  e l  pegado i n e s p e c i f i c o  ' d e l  ADN a l a membrana de dig1 i s i s .  
Luego s e  c o l e c t d  e l  l i q u i d 0  c o n ~ e n i d o  en e l l a ,  e l  cual  f u e  
d i a l i z a d o  y concentrado.  
11 .3 .5 .2 .  Diso luc idn  de agarosa  en KI: Las bandas del  gel  con te -  
n iendo 10s fragmentos de ADN deseados ,  fueron  d i s u e l t a s  en 
10 v o l .  de s o l u c i 6 n  s a t u r a d a  de K I  - t i o s u l f a t o  de Na 1 mM, 
a tempera tura  ambiente.  Una vez d i s u e l t a s ,  10s  segmentos de 
ADN fueron  adsorb idos  a  HAP p r e - e q u i l i b r a d a  con K I ,  a tem- 
p e r a t u r a  ambiente,  lavando con f o s f a t o  de K 0,12 M h a s t a  que 
l a  s o l u c i 6 n  de lavado p r e s e n t a r a  A260  nu1 a .  Los f  ragmentos 
fue ron  en tonces  e l u l d o s  de l a  HAP a  t empera tura  ambiente con 
f o s f a t o  de K 1 M ,  d i a l i z a d o s  y concentrados .  
11.3 .6 .  Reasociaci6n de ADN en f a s e  l f q u i d a  
11.3 .6 .1 .  Desna tu ra l i zac i6n :  ADN a l tamente  p u r i f i c a d o ,  f r a c c i o -  
nado mecsnicamente h a s t a  segmentos de l o n g i t u d  aprop iada ,  s e  
d e s n a t u r a l i z 6  por  ca len tamien to  a  100°C du ran t e  10 minutos 
en Pipes  5  mM pH 6 , 5 ,  e n f r i s n d o s e  luego a  O°C rspidamente .  
11 .3 .6 .2 .  C5lculo de l a s  condic iones  de incubaci6n de acuerdo a1 
v a l o r  Cot deseado: Los v a l o r e s  Cot s e  c a l c u l a n  de 
acuerdo a  l a  expres i6n :  
Cot=Concentraci6n de ADN (moles nucl e 6 t i d o s / l )  x  tiempo (seg)  
o  tambign, de acuerdo a  l a  s i m p l i f i c a c i 6 n :  
A260 x  tiempo (horas )  Cot = 
2 
S i n  embargo, 6 s t o  s 6 l o  e s  v5l ido  cuando l a  r e a s o c i a c i 6 n  
+ 
s e  r e a l i z a  en PB 0,12 M (0 ,12 M Na ) .  En l a  mayorfa de 10s  
c a s o s ,  l a s  concen t rac iones  de 1  a s  muest ras  de ADN d i s p o n i -  
b l e s  hacen que 10s  t iempos de incubaci6n n e c e s a r i o s  pa ra  ob- 
t e n e r  e l  v a l o r  Cot deseado,  Sean i m p r a c t i c a b l e s .  Para  e l i m i -  
n a r  e s t a  d i f i c u l t a d ,  l a  a l t e r n a t i v a  c o n s i s t e  modi f ica r  l a  
concen t r ac i6n  de Na en l a  incubac i6n ,  l o  cual  produce v a r i a -  
c i o n e s  impor tan tes  en l a  c i n 6 t i c a  de r e a s o c i a c i 6 n .  E s  nece- 
s a r i o  en tonces  i n t r o d u c i r  en l a  e x ~ r e s i 6 n  matemstica mencio- 
nada,  un f a c t o r  de c o r r e c c i 6 n  que exprese  d i cha  v a r i a c i 6 n .  
Ese f a c t o r ,  denominado , s e  h a l l  a t abu lado  por B r i t t e n  (1 4 3 ) .  
Cuando s e  a p l i c a  e s t a  cor recc i i jn ,  e l  t6rmino empleado debe 
s e r  e l  de Cot e q u i v a l e n t e  (ECot) 
ECot = 3' x c o t  
Mediante una manipulaci6n adecuada de e s t a s  3 ' v a r i a b l e s  
( cdncen t r ac i6n ,  tiempo y f u e t z a  iGn ica ) ,  s e  ha reasoc iado  
- 3  ADN mamario humano a  v a l o r e s  de Cot equ iva l en t e s  a  4 x 1 0  , 
70 y  1 0 0  moles/ l  x seg .  Los segmentos reasoc iados  u t i l i z a n d o  
e l  pr imer  v a l o r ,  s e  han d e f i n i d o  operacionalmente en e l  p r e -  
s e n t e  t r a b a j o  como secuenc i a s  i n v e r t i d a s  (a l t amente  r e p e t i -  
t i v a s ) ,  m ien t r a s  que 10s  reasoc iados  empleando 10s dos G l t i -  
mos, s e  han denominado secuenc i a s  r e p e t i t i v a s  (medianamente 
r e p e t i t i v a s )  . 
11 .3 .6 .3 .  Incubaciones:  Fueron r e a l i z a d a s  de acuerdo a  l a s  con- 
d i c i o n e s  c a l c u l a d a s  en e l  punto a n t e r i o r .  La tempera tura  f u e  
mantenida a  60°C, pe r imi t i endo  a s ?  s610 l a  formaci6n de h l -  
b r i d o s  con a l t o  p o r c e n t a j e  de homologla. Para  e v i t a r  l a  eva- 
poraci611, s e  l l e v a r o n  a  cab0 en c a p i l a r e s  o  tubos  de v i d r i o  
s e l  I  ados . 
Las r eacc iones  de r ea soc i ac i6n  fueron  de t en idas  por  d i l u -  
c i 6 n  y /o  r sp ido  p a s a j e  por columnas de HAP, y/o  agregado de 
nuc l ea sa  S , .  
11.3 .6 .4 .  D iges t i dn  con nuc l ea sa  S,: Fue a p l i c a d a  para  e l i m i n a r  
l a s  porc iones  de ADN monocatenario r e s i d u a l ,  una vez f i n a l  i -  
zada l a  r eacc i6n  de r e a s o c i a c i 6 n  (146).  Las condic iones  de 
incubaci6n fueron :  1  U.E./ug ADN aproximadamente- a c e t a t o  
de Na 25-100 pH 4,8 - s u l f a t o  de Zn 0,1 fi1, duran t e  
1-2 ho ra s  a  37OC. Las r eacc iones  s e  de tuv i e ron  por ' agregado  
de PB 0,12 M y  r5pido en f r i amien to  a  0°C. 
Cuando s e  u t i l i z d  e s t a  enzima pa ra  d i g e r i r  ADN r a d i a c t i -  
vo, l a s  p roporc iones  r e l a t i v a s  de enzima y ADN f rZo pa ra  p ro -  
t e c c i 6 n  6ptimas fueron  determinadas  experimentalmente.  
11.3 .6 .5 .  P u r i f i c a c i b n  de ADN dob leca t ena r io  por  c romatograf la  
de a f i n i d a d  en columnas de HAP: La HAP f u e  p r e c a l e n t a -  
da 10 minutos a  100°C en PB 0 , 3  M pa ra  e l  iminar  l a  p o s i b l e  
afl inidad i n e s p e c l f i c a  (1 43) y luego empaquetada en columnas 
mantenidas a  60°C por  camisa de agua c i r c u l a n t e .  
La capacidad de l a  HAP v a r l a  segGn l a s  condic iones  del  
ensayo y  e l  l o t e  empleado (143).  Po.r l o  t a n t o  f u e  v e r i f i c a -  
da experimentalmente . 
La e l u c i b n  f u e  monitoreada por  A 2 6 0 .  P rev io  a  l a  siem- 
b r a  de  l a  mues t ra ,  l a  cdlumna fue  lavada h a s t a  ob t ene r  A 2 6 0  
n u l a  , y e q u i l i b r a d a  con PB 0,12 M. Las muest ras  fueron  sem 
b radas  en e s t a  f u e r z a  i 6 n i c a , a  l a  cual  l a  HAP r e t i e n e  ~ 6 1 0  
ADN doble  cadena,  lav5ndose l a  columna con PB 0,12 M h a s t a  
ob t ene r  nuevamente A 2 6 0  nu l a .  E l  ADN dob leca t ena r io  f u e  en- 
t onces  e luzdo con PB 0,4  &I, reunigndose l a s  f r a c c i o n e s  que 
p r e s e n t a r o n  A 2 6 0 .  En todos  10s  ca sos ,  l a  e l u c i d n  f u e  a c e l e -  
r ada  p re su r i zando  l a  columna con n i t r6geno  gaseoso.  
11.3.7.  T r a n s f e r e n c i a  de fragmentos de r e s t r i c c i 6 n  a  f i l  t r o s  
de n i t r o c e l u J o s a  (147, 152) 
F ina l  i z a d a s  l a s  e l  e c t r o f o r e s i s ,  10s  fragmentos 'de  r e s -  
t r i c c i 6 n  r e s u e l  t o s  en gel  e s ,  fueron  desna tu ra l  i zados  sumer- 
g iendo e s t o s  Gltimos en NaOH 0,2 N - NaCl 0 ,6  N duran t e  1 
h o r a ,  n e u t r a l i z a n d o  luego du ran t e  1 , s  horas  con Tris-HC1 lbl 
pH 7 , 2  - NaCl 1 , 5  M ,  y e q u i l  ib rando  con SSC x 2 (NaCI 0,3 M- 
c i t r a t o  de Na 0 ,03  14) duran t e  15 minutos.  SimultZineamente, 
s e  l ava ron  f i l t r o s  de n i t r a t o  de c e l u l o s a  de tamaiio s i m i -  
l a r  a1 g e l ,  con agua b i d e s t i l a d a  a  60°C du ran t e  15 minutos ,  
y s e  10s  e q u i l i b r 6  con SSC x 2 .  
La cuba de t r a n s f e r e n c i a  obedece a1 s i g u i e n t e  esquema: 
s o b r e  un papel  de f i l t r o  Whatman 3  en con tac t0  d i r e c t 0  
con SSC x 20, s e  co loca  e l  g e l .  En t r e  ambos, una ho j  a  plZisti  
c a  con una p e r f o r a c i d n  l ige ramente  menor que e l  g e l ,  e v i t a  
l a  formacidn de un puente  de d i f u s i 6 n  e n t r e  10s  pape les  ad- 
yacen te s  a1 g e l .  Sobre g s t e ,  s e  colocan 2 f i l t r o s  de n i t r o -  
c e l u l o s a ,  y 6  pape l e s  de f i l t r o  Whatman 3  tQ.4 de s u  mismo t a -  
mafio. Por encima de g s t o s ,  s e  s i t c a n  una columna de papel 
t i s s u e  y  un peso de dos k i l o s  aproximadamente. 
- 
pesa de dos k ~ l o s  
doS hoj 
d e .  pap  
W h a t m a n  
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p l a k a  d e  v i d r i o  s o p o r t e  . 
Las t r a n s f e r e n c i a s  s e  l l e v a r o n  a  cab0 a  t empera tura  
ambiente ,  du ran t e  18-36 ho ra s .  
Los pape l e s  de n i t r o c e l u l o s a  en con tac t0  con'sendos ge- 
l e s  fue ron  sumergidos luego en NaOH 0 , l  N - NaCl 1 , 5  M du- 
r a n t e  20 minutos , n e u t r a l i z a d o s  con T r i s - H C l  0 ,5  El pH 7,4 -  
SSC x 2 duran t e  10 minutos,  y secados en vac io  a  80°C por  
2 ho ra s  . 
11.3.8.  Siembra puntual  de ADN en f i l t r o s  de n i t r o c e l u l o s a  
A l l cuo ta s  i d g n t i c a s  de ADNs p u r i f i c a d o s  de t e j i d o  mama- 
r i o  humano normal o  tumoral ,  cor respondien tes  a  ADN t o t a l ,  
s ecuenc i a s  i n v e r t i d a s  y secuenc i a s  r e p e t i t i v a s  fueron  des-  
n a t u r a l i z a d a s  en NaOM 0 ,2  N y n e u t r a l i z a d a s  con Tris-HC1 2,s M 
pH 6 ,8  (153).  La d e s n a t u r a l i z a c i 6 n  f u e  asegurada por  p o s t e -  
r i o r  ca len tamien to  a  100°C du ran t e  5  minutos,  seguido por  
riipido en f r i amien to  a  0°C. 
Cada muest ra  f u e  sembrada en forma puntual  con un c a p i -  
l a r ,  en un f i l t r o  de n i t r o ~ e l u l o s a  p r e t r a t a d o  con SSC x 20. 
E l  f i l t r o  f u e  luego ca l en t ado  en vacfo a  80°C du ran t e  2 horas .  
11.3.9. Obtenci6n de ADN-sonda marcado rad iac t ivamente  
Se ap l  i c 6  e l  m6todo de 11cor te - t raducc i6n11  ya d e s c r i p -  
t o  (148).  
Las r eacc iones  s e  r e a l  i z a ron  mediante e l  empleo de 0 , l - 2  
ug de ADN tumoral humano, en volfimenes f i n a l e s  que o s c i l a -  
ron  e n t r e  10 - 100 u l  respec t ivamente .  
Las condic iones  f i n a l e s  de incubaci6n fueron  1  a s  s i g u i e n -  
t e s :  
ADN pol imerasa  I 125 U . E .  / m l  
ADNasa I 0,09 U . E . / m l  
BSA 0,1  mglml 
g l i c e r o l  5% 
dGTP, dATP, dTTP 20 u E I  
32  dCTP -oC P 2 uM (en e l  , e s tud io  sob re  met i l ac iGn,  s e  em- 
p l e 6  dGTP - ~ c ~ ' P ;  por  l o  t a n t o  en vez de dGTP 20 uM, l a  mez- 
c l a  de r eacc i6n  c o n t e n i a  dCTP 20 uM) 
La- tempera tura  s e  mantuvo a  15°C, duran te  tiempos v a r i a -  
b l e s ,  de ten iendo  l a  incubaci6n por agregado de i gua l  volumen 
de EDTA 0,2 N y p o s t e r i o r  e x t r a c c i 6 n  con isoamil  a lcohol  - 
c l  oroformo (1 : 2 4  V/V) (IAC) . Las f a s e s  fueron  separadas  por  
c e n t r i f u g a c i 6 n  a  4000 rpm du ran t e  10 minutos.  
En a lgunos  c a s o s ,  s e  e s t u d i 6  l a  c i n 6 t i c a  de incorpora-  
c i h ,  tomando a l l c u o t a s  de l a  reacc i6n  a  i n t e r v a l o s  d e f i n i -  
dos .  Dichas a l i c u o t a s  fueron  d i l u i d a s  en EDTA 0 ,2  M, d e t e r -  
minando l a  r a d i a c t i v i d a d  t o t a l  y TCA 10% p r e c i p i t a b l e  en ca-  
da una. Mediante l a  re1  ac i6n  e n t r e  ambos val  o r e s ,  s e  c a l  cu- 
16  e l  p o r c e n t a j e  de i nco rpo rac i6n  co r r e spond ien t e  a  cada 
tiempo de r eacc i6n .  
Una vez f i n a l  i z ada  cada incubac i6n ,  1  a  r a d i a c t  i v i d a d  
no incorporada  f u e  separada  por  cromatografZa en columna de 
Sephadex G-25 6 G-50, e luzda  con agua b i d e s t i l a d a  . e s t 6 r i l ,  
y p r e s a t u r a d a  con ATP y /o  ADN de salm6n. Las f r a c c i o n e s  fue -  
ron c o l e c t a d a s  en tubos  conteniendo 10-20 ug de ADN de salm6n, 
determin5ndose l a  r a d i a c t i v i d a d  TCA p r e c i p i t a b l e  y/o t o t a l  
en a1 l c u o t a s  de cads una de e l l a s .  Aqu6llas correspondien-  
t e s  a1 pr imer  p i c o  de e l u c i 6 n  (vo3Gmen de e x c l u s i 6 n ) ,  fueron  
r eun idas  , desca r t ando  e l  r e s t o .  
En todos  10s  c a s o s ,  l a  r a d i a c t i v i d a d  f u e  c u a n t i f i c a d a  
po r  c e n t e l l e o  I f q u i d o ,  en p r e s e n c i a  de Bray como s o l u c i 6 n  
c e n t e l  l a n t e .  
11.3 .10.  Concentraci6n de l  ADN 
Se u t i l i z a r o n  dos m6todos a l t e r n a t i v o s :  
11 .3 .10 .1 .  T6cnica de 2-butanol  (1 54) : Se basa  en l a  propiedad 
h ig rosc6p ica  de l  2 -bu t ano l .  Cons i s t e  en agregar  voliimenes 
i g u a l e s  de 2-butanol  a  una s o l u c i 6 n  acuosa de ADN,  emuls io-  
nando por a g i t a c i 6 n .  Las f a s e s  son rspidamente separadas  por  
en f r i amien to  o  c e n t r i f u g a c i 6 n .  La f a s e  org5nica  s u p e r i o r  es  
d e s c a r t a d a ,  r e p i t i 6 n d o s e  l a  operaci6n h a s t a  l l e g a r  a1 volumen 
deseado de f a s e  acuosa.  E l  butanol  r e s i d u a l  de l a  misma e s  
e x t r a l d o  3  veces con g t e r ,  e l  cual  s e  e l imina  por c a l e n t a -  
miento a  45°C du ran t e  15 minutos.  
11.3.10.2.  L i o f i l i z a c i 6 n :  Las muest ras  fueron  congeladas  en ba-  
iio de h i e10  seco  y ace tona ,  y l i o f i l i z a d a s  h a s t a  ob t ene r  e l  
volwnen deseado,  o  h a s t a  sequedad. 
11.3.11.  H ib r idac i6n  molecular  de ADN en f a s e  s 6 l  i d a  
E s t e  t i p o  de r e a s o c i a c i 6 n  s e  r e a l i z 6  e n t r e  10s d i f e r e n -  
t e s  ADN-sonda y  10s  fragmentos f i j a d o s  sobre  papel  de n i t r o -  
c e l u l o s a  (147,152,  153, 155) .  
A f i n  de e v i t a r  l a  uni6n i n e s p e c i f i c a  de l a  sonda s o -  
b r e  l o s  f i l t r o s ,  s e  r e a l i z a  una p r e v i a  incubaci6n o  p r e h i -  
b r i d a c i 6 n  de  10s  mismos, incluyendo asimismo, en l a s  s o l u c i o -  
nes  de g r e h i b r i d a c i 6 n  e  h i b r i d a c i 6 n  propiamente d i c h a ,  ADN 
h e t e r 6 l o g o  (salm6n) sonicado y  desna tu ra l  i z a d o ,  y s o l u c i 6 n  
Denhart ( 0 ,02% de p o l i v i n i l p i r r o l i d o n a ,  F i c o l l  y seroalbf i -  
mina bov ina ) .  Ambos t i p o s  de incubaciones  s e  l l e v a r o n  a  ca -  
bo d u r a n t e  tiempos v a r i a b l e s  en b o l s a s  de pol i e t i l e n o  s e ]  I adas .  
Las h i b r i d a c i o n e s  s e  r e a l i z a r o n  a l t e r n a t i v a m e n t e  en p r e -  
s e n c i a  o  ausenc i a  de d e x t r g n - s u l f a t o  10%.  Dicho compuesto po- 
s e e  l  a  propiedad de a c e l e r a r  l a  reacc iBn,  y  e s  p a r t i c u l a r -  
mente G t i l  cuando s e  u t i l i z a  poca r a d i a c t i v i d a d .  S i n  embar- 
go, aumenta l a  uni6n i n e s p e c i f i c a  de l a  sonda,  s iendo  necesa-  
r i o  emplear en tonces  t r a t a m i e n t o s  m5s d r 5 s t i c o s  pa ra  d i smi-  
n u l r  e l  e f e c t o  de fondo. Cuando s e  l o  inc luy6  (exclusivamen- 
t e  en l a  incubaci6n propiamente d i c h a ) ,  l a s  so luc iones  de 
p r e h i b r i d a c i h  e  h i b r i d a c i 6 n  con ten ian  formamida SO%, SSC 
x 5  - PB 50 d I  - ADN de salm6n sonicado y d e s n a t u r a l i z a d o  
250 ug/ml - Denhart x 1-5 ,  s i endo  l a  temperatura  de ambas de 
4 2 O C .  F i n a l i z a d a  l a  reasociaci611, 10s  f i l  t r o s  s e  l ava ron  
dos veces  con SSC x 2 du ran t e  5 minutos a  t empera tura  am- 
b i e n t e ,  y t r e s  veces  con l a  misma so luc i6n  a  65°C du ran t e  
15 minutos .  
En a u s e n c i a  de d e x t r s n - s u l f a t o ,  l a  s o l u c i 6 n  de p r e t r a -  
t amien to  c o n t e n i a  SSC x 3 - Denhart x 5 - ADN de salm6n so-  
n icado  y d e s n a t u r a l i z a d o  100 ug/ml , mient ras  que l a  de incu-  
bac i6n  SSC x3 - Denhart x 1  - ADN de salm6n sonicado y des-  
n a t u r a l i z a d o  6 0  ug/ml. La temperatura  de ambas, como a s i m i s -  
mo de 10s  l avados ,  s e  mantuvo a  65°C. Una vez f i n a l i z a d a  l a  
h ib r idac i i j n ,  s e  l ava ron  10s  pape l e s  s e i s  veces du ran t e  5  
minutos con SSC x 3 - SDS 0 ,1% - Denhart x 1 - ADN de salm6n 
son icado  y d e s n a t u r a l  i zado  60 ug/ml . 
En todos  10s  c a s o s ,  p r e v i o  a  l a  h ib r idac i t i n ,  10s  ADN- 
sonda s e  d e s n a t u r a l i z a r o n  por  caleneamiento  a  100°C du ran t e  
10 minutos en p r e s e n c i a  de Pipes  5  m&1 pH 6 , 5 .  
La i n c l u s i 6 n  de ADN mamario humano normal no r a d i a c t i -  
vo ,  p a r a  aumentar l a  de t ecc i6n  de secuenc ias  e s p e c z f i c a s  de 
tumor, s e  i n d i c a r 5  cuando corresponde.  
En un caso ,  s e  r e u t i l  i z 6  e l  f i l  t r o  de n i t r o c e l u l o s a  
sometido a  h i b r i d a c i 6 n .  Para  e l l o ,  s e  e l imin6  l a  sonda r e -  
a soc i ada  lavando dos veces con Tris-HCI 5  mbl pH 8 - EDTA 2 mM - 
p i r o f o s f a t o  de  Na 0 ,05% - Denhart x 0 ,1 ,  du ran t e  dos ho ra s  
a  65OC. Se proced i6  luego a  p r e t r a t a r  e l  f i l t r o  y r e a s o c i a r -  
l o  con una nueva sonda en forma h a b i t u a l  (153).  
11.3 .12.  A u t o r r a d i o g r a f l a  
Conclulda l a  h i b r i d a c i 6 n  y l avados ,  10s  f i l  t r o s  de n i -  
t r o c e l u l o s a  fueron  secados  a  t empera tura  ambiente y a u t o r r a -  
d i o g r a f i a d o s  du ran t e  tiempos v a r i a b l e s .  Cuando s e  inc luy6  
p a n t a l l a s  i n t e n s i f i c a d o r a s ,  l a  expos ic i6n  s e  r e a l i z d  a  -70°C. 
Caso c o n t r a r i o ,  s e  l l e v 6  a  cab0 a  temperatura  ambiente.  E l  
r eve l ado  de l a s  p l a c a s  fue  de acuerdo a  l a s  i n s t r u c c i o n e s  
f i j a d a s  po r  e l  proveedor .  
11 .3 .13 .  F o t o g r a f l a  
Geles tefi idos con bromuro de e t i d i o  fueron  f o t o g r a f i a -  
dos b a j o  l uz  u l t r a v i o l e t a ,  u t i l i z a n d o  f i l t r o  r o j o ,  y p e l i c u -  
l a  Kodak Tr i -Pan  400 ASA, r eve l ada  como en e l  punto a n t e r i o r .  
11.3.14.  Dens i tomet r la  
Los p a t r o n e s  de r e s t r i c c i 6 n  ob ten idos  con endonucleasas 
Hpa I1 o  Msp I ,  y r e s u e l t o s  en g e l e s  de agarosa ,  fueron  s o -  
met idos  a  dens i to rne t r ia .  Para e l l o ,  s e  u t i l i z 6  d i rec tamente  
l a  p l a c a  a u t o r r a d i o g r d f i c a  en e l  caso  en que 10s  fragmentos 
fueron  d e t e c t a d o s  por  h i b r i d a c i 6 n  con sonda r a d i a c t i v a .  
A l t e rna t ivamen te ,  10s  g e l e s  de agarosa  fueron  tefi idos con 
bromuro de e t i d i o  y f o t o g r a f i a d o s  , emp] edndose I os nega t ivos  
f o t o g r 5 f i c o s  ob t en idos .  
La imagen co r r e spond ien t e  a  cada c a r r i l  del gel  f ue  
c o r t a d a ,  y somet ida  a  d e n s i t o m e t r l a  (150) a 590 nm, g r a f i -  
cando l a  e s c a l a  de absorbanc ia  en unidades a r b i t r a r i a s .  
11.3.15.  Hidr6l  is is  de l  ADN 
A l l c u o t a s  de ADN a1 tamente p u r i f i c a d o  de t e j i d o  mama- 
r i o  humano normal y carcinomatoso,  como a s 1  tambien de l a  
l l n e a  c e l u l a r  T 4 7 D ,  fueron  h i d r o l i z a d a s  h a s t a  su s  bases  cons- 
t i t u t i v a s ,  en gcido f6rmico 9 0 % ,  a  175°C du ran t e  1  hora  (156) 
en  c a p i l a r e s  de v i d r i o  s e l l a d o s .  
Cada h i d r o l  i zado  f u e  evaporado h a s t a  sequedad b a j o  f l u -  
j o  de  n i t r6geno  gaseoso,  y resuspendido en f o s f a t o  de amonio 
0 ,1  M pH 4 , 5  (0,Z-1 mg ADN h id ro l i zado /ml )  
11.3 .16.  A n 5 l i s i s  del  contenido de 5mC 
Las bases  ob t en idas  por  h i d r 6 l i s i s  de ADN fueron  sepa -  
r a d a s  por c roma tog ra f l a  ITquida de a l t a  p r e s i 6 n ,  y c u a n t i f i -  
cadas  po r  A Z B O .  
Para  e s t e  p r o p 6 s i t 0 ,  f ue  n e c e s a r i o  op t imiza r  previamen- 
t e ,  en forma exper imenta l ,  l a s  condic iones  c romatogr5f icas .  
Se  ensayaron d i v e r s a s  concen t rac iones  y pH de s o l v e n t e  de 
e l u c i 6 n ,  f o s f a t o  de amonio (157) .  La e f i c i e n c i a  de cada sisz 
tema f u e  evaluada por  e l  grado de s epa rac i6n  ob ten ido  e n t r e  
10s  p i c a s  de e l u c i 6 n  co r r e spond ien t e s  a  bases  marcadoras.  
Una vez f i j a d a s  l a s  condic iones  6pt imas,  10-50 u l  de ca -  
da mues t ra  h i d r o l i z a d a  fueron  c romatograf iados ,  i d e n t i f i c a n -  
do l a s  ba se s  en r e l a c i 6 n  a  i o s  tiempos de r e t e n c i b n  de 10s  
marcadores.  
La can t idad  p r e s e n t e  fue  c a l c u l a d a  por  i n t e g r a c i 6 n  de 
a l t u r a s  o  5 r e a s  comprendidas b a j o  10s  p i cos  de e l u c i 6 n ,  c o r r e -  
g ido  por  e l  c o e f i c i e n t e  de e x t i n c i 6 n  en e l  s o l v e n t e  empleado. 
E l  p o r c e n t a j e  r e l a t i v o  de 5mC s e  expres6 como: 
P r e c i p i t a c i 6 n  a1 coh6l i c a  de ADN: Se r e a l  i z 6  s iempre  con 
e t a n o l  f r l o .  Prev io  a1 agregado de l  a lcohol  , l a  s o l u c i 6 n  con- 
t en i endo  e l  5c ido  n u c l e i c o  s e  l l e v 6  a  concen t rac i6n  f i n a l  de 
NaCI 0 ,4  M. El tiempo mznimo de p r e c i p i t a c i 6 n  f u e  de dos 
h o r a s ,  y l a  t empera tura  -20°C. 
D i i i l i s i s  del  ADN: Se emplearon b o l s a s  de d i i i l i s i s  p r e -  
t r a t a d a s  con carbonato  de Ca 10% - e t ano l  50% - EDTA 10 mh4. 
Asimismo, Sueron p r e s a t u r a d a s  con ADN de salm6n y /o  ATP y 
l avadas  exhaust ivamente  con agua,  pa ra  e v i t a r  e l  pegado i n e s -  
p e c f f i c o  a  s u s  membranas. Las d i i i l i s i s  s e  r e a l  i z a r o n  en f r l o  
(4" C aproximadamente) . 
C u a n t i f i c a c i h  de l  ADN: E l  ADN s e  c u a n t i f i c 6  por  me- 
d i o  de s u  absorbanc ia  a  260 nm. 
Se cons ider6  A260 = 2 2  = 1 mg/ml p a r a  ADN b i c a -  
t e n a r i o .  
E l  ADN monocatenario p r e s e n t a ,  por  e l  denominado e f e c -  
t o  de h iperc romic idad ,  una absorbanc ia  mayor. Dicho e f e c t o  
f u e  est imado en 20% aproximadamente. 
C r i t e r i o  de pureza  de ADN: Como c r i t e r i o  de pureza 
6pt ima,  s e  cons ide r6 :  
Eluestras con v a l o r e s  s u p e r i o r e s  a  1 , 8  pa ra  1  a  r e l a c i d n  
e n t r e  absorbanc ias  a  260 y  280 nm, fueron  evaluadas  con g ra  
co de pureza  a c e p t a b l e .  
I I I . RESULTADOS 
IIIA. ESTUDIO SOBRE DIFERENCIAS A NIVEL GEMOMICO DE ADNs 
PROVENIENTES DE TEJIDOS FMIARIOS HUMANOS NON4ALES 
IIIA.l. ANALISIS POR HIBp19ACION P?JNT!JAL DE ADN CON SONDAS 
DE DIFEP-ENTE FRECUENCIA GENOMICA 
En estos ensayos se investig6 si ADNs purificados a 
partir de teiido mamario humano normal y neopl5sic0, presen- 
taban un com?ortamiento cuantitativamente diferencial fren- 
te a ADN-sonda tumoral, de acuerdo a1 siguiente esquema: 
ADN ADX 
normal tumoral 
I Fraccionamiento mecsnico 
Fragmentos 
I 
Fragmentos 
de 2 Kbp 
normales 
I Reasociaci6n a ECot = 4 x 10-3 Cromatog. en HAP 
S S DS= 
3. S. I. normales S.I. tumorales 
Reasoc . 
ECot=70 
Cromat og . Traduc- 
en HAP 
' A  
SS DS= S.R. 
'w 
ADN-sonda 
I 
- Siembra puntua14 
en nitrocelulosa > Hibridaci6n molecular 
I 
FIGURA 1: Esquema de trabajo 
SS=simple cadena DS-doble cadena S.I.=secuencias invertidas 
S.R.=secuencias repetitivas. 
I I I A . l . l .  Purificaci6n de ADN 
Se obtuvo ADN de tejidos mamarios humanos, mediante 
la t6cnica descripta en 1 1 . 3 . 2 . 1 .  empleando sales de guani- 
dina, la cual fue diseiiada fundamentalmente para la purifi- 
caci6n de ARN ( 1 5 1 ) .  Por este motivo, se realizaron dos ti- 
pos de controles, para verificar la correcta obtenci6n de 
ADN a partir de fracciones intermedias de la purificaci6n de 
ARN: 
a) Ensayos paralelos de purificaci6n de ADN de timo de 
ternera, aplicando la misma metodologla, revelaron que es 
posible recuperar aproximadamente un 45% de3 ADN original 
(Tabla I )  
F R A c c I o N  v o L .  D r L u -  A260  A260 CONC. mg tota- 
ml CION A 2 8 0  mg/ml les. 
TABLA I: Recuperaci6n de  ADN pur i f i cado  por  e l  mstodo de sales 
de  guanidina 
3,24 mg de  ADN de timo de t e r n e r a  fueron so lub i l i zados  en t i o c i a -  
na to  de guanidina 4M - Sarkosyl 0,5 % - c i t r a t o  de Na 25 mM pH 7 - 
mercaptoetanol 0 , l  M - Antifoam A 0 , l  %, y t ra tados  de acuerdo a 1  es- 
quema descr ip to  en 11.3.2.1. Allcuotas d e l  homogenato, de l a  fracci6n 
A (ex t ra ida  con 2 , l  m l  de T r i s  HC1 50 mM ph 7,8  - EDTA 10 mM), y de l a s  
f racciones  B y C,  fueron d i lu ldas ,  cuantificando e l  ADN en 'cada una de 
e l l a s  por A260 . 
b)  Mediante h i d r 6 l i s i s  a l c a l i n a  y d i g e s t i o n e s  enz ims t i -  
c a s  con ADNasa I y ARVasa A de a1 l c u o t a s  del  m a t e r i a l  a i s l  a -  
do, s e  v e r i f i c 6  l a  p r e s e n c i a  de ADN s i n  contaminaci6n aparen-  
t e  de ARN en l a  f r a c c i 6 n  f i n a l  (Tabla 11) 
CONTROL ADNasa ARNasa ALCALI 
Blanco 
Normal 0 , 0 8 7  0 , 2 3 7  0 , 0 3 7  0 , 0 6 0  
Tumoral 0 , 0 9 3  0 , 4 1 8  0 , 0 3 8  0 , 0 4 7  
TABLA 11: Comportamiento d e l  mater ia l  purif icado f r e n t e  a hidr6- 
l isis enzimgtica o a l c a l i n a  
Alicuotas d e l  ma te r i a l  purif icado a p a r t i r  de l a  f racci6n D 
(11.3.2.1.) fueron hidrol izadas  con ADNasa I, ARNasa A o con NaOH, de- 
terminando l a  A260 de l a  fracci6n &id0 soluble  en cada hidrol izado,  lue- 
go de p r e c i p i t a r  con TCA 10% durante 10 minutos a 0°C 
Puede obse rva r se  que s 6 l o  s e  l i b e r a  m a t e r i a l  5cido s o -  
l u b l e  luego del  t r a t a m i e n t o  con ADNasa. 
Por 10s r e s u l t a d o s  ob ten idos  en 10s puntos a )  y b ) ,  s e  
cons ide r6  apropiado e l  m6todo de p u r i f i c a c i 6 n  empleado. 
I I I A . 1 . 2 .  Cor te  meciinico del  ADN 
Para  s u  p o s t e r i o r  r e a s o c i a c i 6 n  en f a s e  I zqu ida ,  ADNs pu- 
r i f i c a d o s  de t e j i d o  mamario humano normal y tumoral ,  fueron  
f r acc ionados  mec5nicamente. E l  tamafio de 10s segmentos f u e  
ana l  izado por  e l  e c t r o f o r e s  is  en gel  e s  de pol i a c r i l  amida 4 % .  
Para  ambos t i p o s  de A D N s ,  r e s u l t a r o n  de 1 9 0 7  bp + 1 0 0  (Figu- 
-
r a  2 )  
FIGURA 2: ~ e t e r m i n a c i 6 n  de l  tamaiio de fragmentos obtenidos por 
c o r t  e s  mecgnicos 
Alzcuotas correspondientes a 2 ug de ADN normal o tumoral, f racc io-  
nados mec'micamente (11.3.3.1.) y concentradas por ext racci6n con 2- 
buranol  (11.3.10), fueron analizadas por e l e c t r o f o r e s i s  en g e l  de po l i -  
acr i lamida  4% (II.3.4.1.), durante 2,75 horas a 200 V - 40 mA. 
Las f l echas  corresponden a l a  migraci6n de 10s fragmentos marcadores 
(ADN de @XI74 diger ido  con Hae 111) de 1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 
271, 234, y 194 bp, de izquierda  a derecha respectivamente. 
La s i g l a  M i nd ica  l a  migraci6n de 10s fragmentos de ADN normal y 
tumoral, coincidente para ambos. 
Es te  tamaiio e s  a p t 0  pa ra  r ea soc i ac i6n  en f a s e  I l q u i d a .  
Por l o  t a n t o ,  e s t e  m6todo de f racc ionamien to  mec5nico s e  r e -  
p i t i 6  en l a s  mismas condic iones  p r e v i o  a  cada r e a s o c i a c i 6 n  en 
f a s e  l l q u i d a  
I I IA.1 .3 .  Determinacien de l a  capacidad de unidn d.e HAP 
E l  v a l o r  de l a  capacidad de HAP generalmente aceptado 
o s c i l a  a l r e d e d o r  de 10s  200 ug ADN/ml HAP (143).  S i n  embargo, 
pueden e x i s t i r  v a r i a c i o n e s  de acuerdo a1 l o t e  empleado. Por 
e s t e  motivo,  s e  comprob6 experimentalmente.  E l  ensayo cons i s -  
t i 6  en a d i c i o n a r  s u c e s i v a s  a l l c u o t a s  de ADN de sa lmdn,nat ivo 
y  c o r t a d o  h a s t a  2 Kbp, en concen t rac i6n  de 32 ug/ml, a  una 
columna de 2 m l  de HAP (equi l  i b r ada  con PB 0,12 M) a 60°C. 
Luego de cada s iembra ,  s e  l a v 6  con l a  misma f u e r z a  i 6 n i c a ,  
monitoreando 1  a  A260 de l a s  f r a c c i o n e s  c o l e c t a d a s .  S i  a1 ca -  
bo de l a s  s u c e s i v a s  ad i c iones  s e  hub ie r a  de t ec t ado  p r e s e n c i a  
de ADN a  concen t rac i6n  de PB 0,12 &I, i n d i c a r i a  que s e  h a b r l a  
a lcanzado l a  s a t u r a c i d n  de l a  columna (Tabla 111).  
Hasta  680 ug de ADN aproximadamente, fueron sembrados 
s i n  ob t ene r  A 2 6 0  en 10s l avados .  A1 e l u l r l o  con PB 0 ,4  M s e  
r ecupe r6  e l  98%.  Se concluy6 entonces  que l a  r e l a c i 6 n  suge- 
r i d a  de 200 ug ADN/ml HAP, s e  encuent ra  d e n t r o  del  rango de 
s egu r idad ,  b a j o  1  a s  condic iones  aqu l  u t i l  i z a d a s ,  emple5ndo- 
s e  en a d e l a n t e .  
Fracc idn  
N O  
Ug ADN 64 128 192 256 320 384 448 512 576 640 680 
sembrado 
A260 
e l u l d a  1 ,73  2,62 2,12 0,49 0,lO 0,04 
U g A D N  165 415 607 
e l u l d o s  
TABLA 111-: Determinaci6n de l a  capacidad de uni6n de HAP 
Alzcuotas de ADN de salm6n nat ivo,  cortado en fragmentos de 2 Kbp 
aproximadamente, fueron sembradas sobre 2 m l  de HAP equi l ibrada  con 
F?B 0,12 M. En cada caso s e  detec t6  l a  A260 percolada, c a l c u l ~ n d o s e  e l  
ADN sembrado en forma acumulativa. Se eluy6 con PB 0,4 M, colectando 
f racciones  de 2 , l  m l ,  calculando e l  ADN eluldo t a t a l  por A260. 
I I IA.1.4 .  Obtenci6n de f r a c c i o n e s  de ADN cor respondien tes  a  s e -  
cuenc ias  i n v e r t i d a s  y r e p e t i t i v a s  
Se emplearon ADNs a l tamente  p u r i f i c a d o s  a  p a r t i r  de un 
p a r  de b i o p s i a s  co r r e spond ien t e s  a  una misma p a c i e n t e ,  10s 
c u a l e s  fue ron  f racc ionados  meciinicamente. AlZcuotas de am- 
bas  mues t ras  fueron  d e s n a t u r a l i z a d a s  por  ca l  entamiento ,  p ro-  
cedidndose a  r e a s o c i a r l a s  a  v a l o r e s  Cot apropiados  pa ra  s e -  
cuenc i a s  i n v e r t i d a s  y  r e p e t i t i v a s .  
En primer l u g a r ,  s z  r e a l i z d  l a  r e a s o c i a c i d n  a  ECot = 
4 x La incubac idn  s e  detuvo separando 10s  sdgmentos 
r ea soc i ados  por  c romatograf la  en columna de HAP. Las f r a c -  
c i o n e s  co r r e spond ien t e s  a  ADN doble  cadena y  s imple  cadena 
fueron  d i a l  i z a d a s  , 1  i o f i l  i z a d a s  y resuspendidas  en agua b i  - 
d e s t i l a d a .  
E l  ADN s imple  cadena f u e  reasoc iado  a  ECot = 7 0 ,  f i -  
n a l i z a n d o  l a  r eacc i6n  como en e l  caso  a n t e r i o r .  Los segmen- 
t o s  b i c a t e n a r i o s  s e  d i a l  i z a r o n ,  1  i o f i l  i z a r o n  y resuspendie -  
ron  en agua b i d e s t i l a d a  
La f r a c c i d n  doble  cadena de secuenc ias  i n v e r t i d a s  t u -  
morales  r e s u l t 6  m 5 s  e levada  (30% aproximadamente) que l o  e s -  
perado .  E l l o  s e  debid probablemente a  que e l  p a s a j e  por  HAP, 
r e a l i z a d o  a  una concen t rac i6n  de PB afin m5s e levada que l a  
de incubac idn ,  demord un tiempo igua l  o  mayor que e l  emple- 
ado p a r a  l a  r e a s o c i a c i d n  en S T .  Por l o  t a n t o  s e  r e p i t i 6  d icha  
r e a s o c i a c i d n  a  ECot = 4 x A e s t e  f i n ,  10s  segmentos 
d o b l e c a t e n a r i o s  fueron  desna tu ra l i zados  en condic iones  ha-  
b i t u a l e s .  Luego s e  r e a l i z d  l a  incubacidn duran te  e l  tiempo 
r eque r ido ,  de a l l c u o t a s  del  volumen o r i g i n a l  en forma suce-  
s i v a ,  l a s  c u a l e s  fueron  inmediatamente pasadas por l a  colum- 
na de HAP en PB 0,12 bi.  Una vez r e t e n i d o  en e l l a  todo  e l  ADN 
b i c a t e n a r i o ,  f u e  e luzde  con PB 0,4  $4. E l  tiempo empleado f u e  
o s t ens ib l emen te  menor que e l  de i n c u b a c i h ,  a su  vez JIGS 
l a r g o  que en l a  r e a s o c i a c i 6 n  a n t e r i o r .  3e asegur6  as2  una 
r e a c c i b n  a  ECot = 4 x 1 o - ~ .  Los fragmentos s imple  cadena 
I 
fue ron  nuevamente r ea soc i ados  a  ECot = 70 .  
E s t e  procedimiento  s e  emple6 4Frec tanen te  en e l  caso 
de ob tenc idn  de s ecuenc i a s  i n v e r t i d a s  normales.  
Las condic iones  de r e a s o c i a c i 6 n  cal  cu ladas  de acuerdo 
I 
a1 v a l o r  Cot deseado y ?a de cada f r a c c i b n ,  s e  resumen 
en l a  Tabla I V :  
TABLA I V :  Condiciones de reasoc iac ibn .  
rnESTRA 
ral  ( l a . )  
ADN t umo- 
r a l  ( l a . )  
tumO- 
ra l  (2a.) 
ADN t umo- 
ral (2a.) 
ADN nor- 
mal 
ADN nor- 
m a l  
La temperatura f u e  se lecc ionada  de  acuerdo a c r i t e r i o  e s t r i c t a .  
Las condiciones de fue rza  i 6 n i c a ,  tiempo y volumen de incubaci6n 
r eque r idas  fueron  ca lcu ladas  de acuerdo a l a  expresi6n s imp l i f i cada  
Y C o t  = ECot = $ A260 x tiempo (horas)  2 
OLUMEN 
VIN& 
24 ml 
6 ml 
22 m l  
2,6 
20 ml 
5,3 m l  
*260 
1,65 
2,96 
0,51 
2,51 
1.10 
2,28 
5 ,73x10-~  
30,2 
4 ~ 1 0 - ~  
30,2 
4 x 1 0 - ~  
25 , l  
CONC . 
PB 
0 , l  M 
0,2 M 
0,12 M 
0 i2  M 
0112 M 
0,23 M 
5 
0,6867 
2,3146 
1,00 
2,3146 
1,00 
2,7791 
ECot 
4 x 1 0 ~ ~  
70 
4 ~ 1 0 - ~  
70 
4 x 1 0 - ~  
70 
TIEMPO 
25 seg  
2 0 , 4 h s  
56 s e g  
2 4 , l h s  
29 seg  
22 h s  
TEMPE- 
RATURA 
60°C 
60°C 
6 0 " ~  
60°C 
60°C 
60°C 
1 4 8 1 4 8 1 4 8 
(16) (5.4) (14) 
F R A C C I O N  N o  
FIGURA 3: P e r f i l e s  de e luc i6n  obtenidos por  cromatografza en HAP 
Finalizada cada reacci6n de reasociaci6n,  l a s  muestras fueron 
sembradas en columna de HAP. E l  ADN simple cadena renanente fue  per- 
colado con PB 0,12 M. Se recogi6 una primera fracci6n correspondiente 
a1 volumen t o t a l  de l a  muestra sembrada y algunos m l  de lavado con 
PB 0,12 M. El  volumen expresado en m l  de e s t a  fracci6n se indica  debajo, 
e n t r e  pa r sn tes i s ,  para cada caso. Los sucesivos lavados se colectaron 
en f racciones  de 2 m l ,  has ta  obtener A despreciable. A continuaci611, 
se eluy6 e l  ADN doblecatenario con PB 8f!M, tomando fracciones de 2 m l .  
La f l echa  seiiala e l  comienzo de l a  eluci6n. La escala  de absor- 
bancia se ind ica  en l a s  ordenadas correspondientes para cada caso. 
Panel A: Primera reasociaci'on de ADFI tumoral a ECot = 4 x 10'~. 
Panel B: Primera reasociaci6n de ADN tumoral a ECot = 70. 
Panel C: Segunda reasociaci6n de ADN tumoral a ECot = 4 x 
Panel D: Segunda reasociaci'on de ADN tumoral a ECot = 70. 
Panel E: Reasociaci6n de ADN normal a ECot = 4 x 
Panel F: Reasociaci6n de ADN normal a ECot = 70. 
Los paneles B, D y F corresponden a l a  eluci6n de segmentos ob- 
tenidos  como ADN monocatenario en 10s paneles A, C y E respectivamente, 
reasociados a ECot = 70. 
La f i g u r a  3 i l u s t r a  10s  p e r f i l e s  de e l u c i 6 n  obtenidos  
por  c romatograf fa  en columna de HAP. 
De acuerdo a1 con ten ido  de ADN de cada f r a c c i 6 n ,  cuan- 
t i f i c a d o  por  A 2 6 0 ,  s e  c a l c u l a r o n  10s p o r c e n t a j e s  relatives 
de segmentos mono y b i c a t e n a r i o s  ob t en idos ,  como as2 tambign 
s u  r ecupe rac i6n  t o t a l  (Tabla V ) .  
E l  p o r c e n t a j e  f i n a l  de secuenc ias  i n v e r t i d a s  tumorales  
r e s u l t 6  de 7,4%, menor a1 ob ten ido  pa ra  ADN normal. Sin  embar- 
go, t en i endo  en cuen ta  que l a  recuperac i6n  de ADN luego de l a  
r e a s o c i a c i 6 n  y p u r i f i c a c i 6 n  por  HAP, o s c i l 6  e n t r e  78 y 89 % ,  
l a s  d i f e r e n c i a s  e n t r e  ADN normal y  carcinomatoso disminuyen 
no t ab l  emente ( 4 %  aproximadamente) . Un razonamiento s i m i l a r  
puede a p l i c a r s e  a  l a s  secuenc ias  r e p e t i t i v a s .  
Las f r a c c i o n e s  cor respondien tes  a  l a  pr imera  y segunda 
r e a s o c i a c i 6 n  de  ADN tumora l  a  ECot = 70 f u e r o n  r e u n i d a s .  
S e  p r o c e d i 6  e n t o n c e s  a  d i g e r i r  con n u c l e a s a  S1 1 a s  
s e c u e n c i a s  i n v e r t i d a s  y r e p e t i t i v a ' s  d e  ambas m u e s t r a s ,  p a r a  
e l i m i n a r  p o s i b l e s  r e g i o n e s  d e  no  a p a r e a m i e n t o ,  b a j o  c o n d i -  
c i o n e s  d e s c r i p t a s  e n  1 1 . 3 . 6 . 9 . .  
TABLA V: Porcen ta j e s  r e l a t i v o s  de ADN presen te s  en l a s  d i f e r e n t e s  
MUESTRA 
ADN 
tumora l  
ADN 
tumora l  
ADN 
tumora l  
ADN 
tumora l  
ADN 
normal  
ADN 
normal  
muestras  obten idas  por reasoc iac i6n  y cromatografza en HAP 
E l  ADN f u e  cuan t i f i cado  por A260. E l  100% corresponde a l a  cant idad  
de ADN desna tu ra l i zado  empleado en cada reasoc iac i6n .  En e l  caso de ADN 
monocatenario,  se consider6 un e f e c t o  de hipercromicidad de 20%. 
DS = doble cadena; SS = simple cadena. 
ECot 
4x10-3 
(1 a .  ) 
70 
(1 a .  ) 
4x10-3 
( 2 a . )  
70 
(2a .  ) 
~ X I O - ~  
70 
ADN 
mg 
1 , 8 0  
0 ,80  
0 ,51  
0,32 
1,OO 
0,50 
Doble 
ug  
510 
138 
134 
74 
150 
95 
-- 
cadena  
% 
28 
1 7 , 3  
2 6 , 3  
23 
15  
19 
Simple  
ug 
900 
671 
320 
248 
680 
410 
DS + 
mg 
1 ,40  
0 ,80  
0 , 4 5  
0,32 
0 , 8 3  
0,50 
cadena  
% 
50 
84 
- - 
6 2 , 7  
77 
68 
82 
SS 
% 
78 
10G 
89 
100 
83 
100 
I I I A .  1 . 5 .  Siembra puntual  en f i l t r o s  de n i t r a t o  de c e l u l o s a  
Al5cuotas de s ecuenc i a s  i n v e r t i d a s ,  r e p e t i t i v a s ,  y de 
ADN t o t a l  fueron  d e s n a t u r a l i z a d a s  como s e  sei ial6 en 1 1 . 3 . 8 .  
Se sembraron 1 , s  y /o  4 , s  ug de cada una de e l l a s  en 
forma p u n t u a l ,  sob re  un f i l t r o  de n i t r o c e l u l o s a ,  mediante 
e l  empleo de c a p i l a r e s  de v i d r i o  s i l i c o n a d o s .  Es t e  proce-  
d imien to  s e  r e a l i z 6  en forma para1 e l a  con ADN normal y c a r -  
cinomatoso.  El f i l t r o  fue  entonces  ca l en t ado  en v a c l o ,  como 
s e  i n d i c 6  en  Mgtodos. 
I I I A .  1.6 .  Obtenci6n de sondas marcadas r ad i ac t i vamen te  con 3 2 ~ .  
Para  e l  p r e s e n t e  ensayo,  s e  marcaron a l l c u o t a s  de ADN 
t o t a l ,  s ecuenc i a s  i n v e r t i d a s  y secuenc ias  r e p e t i t i v a s ,  p u r i -  
f i c a d a s  a p a r t i r  de t e j i d o  neopl5s ico  (1 $ 6 7 ,  1 ,95  y 2,1 ug 
respec t ivamente )  ap l icando  e l  mEtodo de c o r t e - t r a d u c c i 6 n  
( 1 1 . 3 . 9 . ) .  Los volGmenes de incubaci6n fueron  de 100 u l ,  con 
t en i endo  35 uCi de ~ C T P - A ~ ~ P  A . E .  4000 Cilmmol. 
La c i n g t i c a , ,  de i nco rpo rac i6n  fue  monitoreada mediante 
l a  d e t e r m i n a c i h  de cpm 5cido p r e c i p i t a b l e s  en a l l c u o t a s  
tomadas de l a  mezcla de r eacc i6n  a i n t e r v a l o s  suces ivos  de 
tiempo. 
Las incubaciones  se  11 evaron a cab0 du ran t e  2 hs 2 0 f ,  
2 h s  10 '  y 1 h 50'  p a r a  ADN t o t a l ,  secuenc ias  i n v e r t i d a s  y 
s ecuenc i a s  r e p e t i t i v a s  respec t ivamente ,  deteniendo l a  r e a c -  
c i 6 n  po r  agregado de.EDTA y e x t r a c c i 6 n  con IAC. 
Las curvas  de c i n 6 t i c a  r e su l  t a n t e s  s e  i l u s t r a n  en l a  
f i g u r a  4 .  
T I E M P O  ( M I  N U T O S )  
FIGURA 4 :  Cingtica de incorporacidn de dCTP - d 3 2 ~  
Alicuotas correspondientes a 1,67, 1,95 y 2,l ug de ADN t o t a l ,  de 
secuencias inver t idas  y de secuencias r e p e t i t i v a s  tumorales, respect i -  
vamente, fueron incubadas en un volumen f i n a l  de 100 u l ,  ba jo  condicio- 
nes  desc r ip tas  en en 11.3.9. 
A 10s minutos indicados en cada grgf ica ,  se tomaron aproximadamen- 
t e  0 , l  u l  de l a  mezcla de reacci'on, diluy$ndolas en 200 u l  de EDTA 0,ZM. 
Las cpm t o t a l e s  fueron cuant i f icadas  en 46 u l  de l a  di luci6n.  Las cpm 
dcido p rec ip i t ab les  s e  determinaron por agregado de 1 m l  de TCA 10% a 
40 u l  de l a  di lucidn mencionada, en presencia de 50 ug de ADN de sa l -  
m6n para coprec ip i t a r ,  a 0°C durante 10 minutos. E l  ma te r i a l  Scido in- 
so lub le  fue  retenido por f i l t r ac i ' on  a 1  vaclo sobre f i l t r o s  de f i b r a  de 
v id r io .  Una vez secos, s e  cuant i f icaron l a s  cpm re tenidas .  
E l  porcentaje de incorporaci6n se expresd como 
cpm TCA-precipitables % = 
cpm t o t a l e s  
Panel A: ADN t o t a l  
Panel B: secuencias inver t idas  
Panel C: secuencias r e p e t i t i v a s  
La r a d i a c t i v i d a d  no incorporada f u e  separada  por  croma- 
t o g r a f l a  en columna de Sephadex C - 2 5 ,  de acuerdo con 10s  s i -  
g u i e n t e s  p e r f i l e s  de e luc i6n :  
10 20 10 2 0 10  20 
F R A C C I  O N  No 
FIGURA 5: P e r f i l e s  de  e luc i6n  en Sephadex G-25 
Fina l i zadas  l a s  incubaciones de incorporaciSn,  l a  r ad ioac t iv idad  
l i b r e  f u e  el iminada por  cromatograf la  en columna de Sephadex G-25. La 
e luc i6n  se l l e v 6  a cab0 con agua b i d e s t i l a d a  e s t b r i l ,  recogisndose f rac-  
c iones  de  0,4 m l  aproximadamente, y cuant i f icando l a s  cpm correspondien- 
tes a a l ?cuo ta s  de 1 u l  de cada una de e l l a s .  
Panel  A: ADN t o t a l  
Panel  B: Secuencias  i n v e r t i d a s  
Panel  C: Secuencias r e p e t i t i v a s .  
E l  primer  p i co  de e l u c i 6 n  c o i n c i d i 6  con e l  volumen de 
exc lus i6n ,  determinado previamente.  Fue considerado como 
A D N - ~ ' P ,  y u t i l i z a d o  en 1 0 s  s i g u i e n t e s  ensayos de h i b r i d a -  
c i 6 n  mol ecul  a r  . 
Las a c t i v i d a d e s  e s p e c i f i c a s  ob t en idas  fueron de 
7 2,26 x l o 7 ,  1 ,1  x 10 y 7 , s  x l o 6  cpm/ug ADN, para  ADN t o t a l ,  
s ecuenc i a s  i n v e r t i d a s  y r e p e t i t i v a s  respec t ivamente .  
I I IA.1 .7 .  Hibr idac i6n  molecular  de ADN en f a s e  s 6 l i d a  
Los f i l t r o s  de n i t r o c e l u l o s a  conteniendo s iembras  pun- 
t u a l e s  de ADN t o t a l  y /o  secuenc ias  i n v e r t i d a s  y/o  secuenc ias  
r e p e t i t i t v a s  fue ron  p r e h i b r i d i z a d o s  du ran t e  1 5  horas  a  4 Z ° C ,  
e  h i b r i d a d o s  en p r e s e n c i a  de d e x t r s n - s u l f a t o .  Para aumen- 
t a r  l a  p o s i b l e  de t ecc i6n  de secuenc ias  t u m o r - e s p e c l f i c a s ,  
s e  i nc luy6  100 ug aproximadamente de ADN n o r n a l ,  sonicado y  
d e s n a t u r a l i z a d o ,  no r a d i a c t i v o  en l a  mezcla de incubaci6n.  
E l  f i l t r o  conteniendo secuenc ias  i n v e r t i d a s  f u e  h i b r i -  
dado con l a  sonda hom6loga duran te  2 0  horas ;  e l  f i l t r o  con- 
t e n i e n d o  secuenc i a s  r e p e t i t i v a s  , con l a  sonda de i gua l  t i p o ,  
d u r a n t e  21 ho ra s ,  m ien t r a s  que aqugl conteniendo l a s  t r e s  
f r a c c i o n e s  d i f e r e n t e s ,  s e  h i b r i d 6  con sonda de ADN t o t a l  
po r  2 2  h o r a s .  
F ina l  i z a d a s  l a s  incubac iones ,  10s  f i l  t r o s  fueron  l a v a -  
dos ,  secados  y  expuestos  a  p l a c a s  au to r r ad iog r i i f i c a s  duran- 
t e  3 d i a s ,  en p r e s e n c i a  de p a n t a l l a  i n t e n s i f i c a d o r a .  
La imagen autorradiogrzfica obtenida se reproduce 
GURd 6: Eibridaci'on en f o r m  puntual con ADE-sondas tumorales 
t o t a l ,  secuencias inver t idas  y secuencias repe t i t ivas  
Luego de s e r  desnaturalizadas, a l icuotas  correspondientes a se- 
cuencias inver t idas ,  repe t i t ivas  y ADN t o t a l ,  normales y neoplssicas, 
fueron sembradas en forma untual sobre f i l t r o s  de nitrocelulosa e hi- 
33 bridados con ADN-sonda - P de secuencias tumorales, detectando 10s 
hibridos por autorradiografia. 
Panel A: Hibridaci6n de sonda de ADN tumoral t o t a l  con secuencias inver- 
t i d a s  
Panel B: Hibridaci6n de sonda de ADN tumoral t o t a l  con secuencias repe- 
t i t i v a s .  
Panel C: Hibridaci'on de sonda de ADN tumoral t o t a l  con ADN t o t a l .  
Panel D: ~ i b r i d a c i z n  de sonda de secuencias invertidas tumorales con 
secuencias invertidas.  
Panel  E: Hibr idac i6n  de  sonda de secuencias  r e p e t i t i v a s  con secuenciss  
r e p e t i t i v a s .  
En todos  10s casos ,  l a  columna de la  i zqu ie rda  corresponde a siem- 
b r a s  de  ADN tumoral,  y l a  de  l a  derecha, a ADN normal. La siembra supe- 
r i o r  f u e  de 1,5 ug, y l a  i n f e r i o r  de 4,5 ug, con excepci6n d e l  panel  E, 
en  e l  c u a l  se r e a l i z 6  e s t a  Sltima 'unicamente. 
En todos  10s  p a n e l e s ,  l a s  can t idades  sembradas de ADN 
tumoral (columna izqu ieyda)  y normal (columna derecha)  fue -  
ron i d g n t i c a s  . 
Comparando l a  s e r i e  neoplZisica con s u  c o n t r a p a r t e  nor -  
mal,  no pudie ron  obse rva r se  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  en 
l a  c a n t i d a d  de h l b r i d o s  formados con l a  sonda de ADN t o t a l .  
S i n  embargo, a1 e n f r e n t a r  l a  sonda de un determinado 
t i p o  de secuenc ia  con l a  misma e s p e c i e  en e l  p a p e l ,  f u e  po- 
s i b l e  d e t e c t a r  una mayor r e a s o c i a c i 6 n  con l a  s e r i e  tumoral 
que con l a  normal. Tal e s  e l  caso de l a  sonda de s ecuenc i a s  
i n v e r t i d a s  (panel  C) y de s ecuenc i a s  r e p e t i t i v a s  (panel  D). 
Es t a s  ev idenc i a s  p r e l i m i n a r e s  a l e n t a r o n  una bGsqueda 
o r i e n t a d a  a d e t e c t a r  d i f e r e n c i a s  c u a l i  y /o  c u a n t i t a t i v a s  
con mayor grado de def i n i c i 6 n .  
I I I A . 2 .  HIBRIDACION DE SONDA DE DIFERENTES FRECUENCIAS GENOMICAS 
CON DIGERIDOS DE ENZIMAS DE RESTRICCION 
I I IA.2 .1 .  Primera s e r i e  de ensayos 
Se r e a l i z 6  pa ra  d e t e c t a r  d i f e r e n c i a s  c u a l i  o c u a n t i t a -  
t i v a s  en e l  comportamiento h i b r i d a b l e  de sondas de ADN tumo- 
r a l e s ,  de secuenc ias  t o t a l e s  o  i n v e r t i d a s ,  f r e n t e  a  fragmen- 
t o s  de  r e s t r i c c i 6 n  de ADNs normal y neopl i is ico ,  r e s u e l t o s  
por  e l e c t r o f o r e s i s  y t r a n s f e r i d o s  a  f i l t r o s  de n i - t roce lu lo sa ,  
segfin e l  s i g u i e n t e  esquema de t r a b a j o :  
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FIGURA 7: Esquema de t r aba jo  
SS=sinple cadena DS=doble cadena 
S.I.=secuencias inver t idas  
IIIA. 2 .  1 . 1 .' 'Pur'i'fi'ca'ci6n c ' o r t e  mec5ni'c'o' d e l  ADN 
En e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  s e  emp3e6 un segundo p a r  de 
b i o p s i a s  mamarias humanas, tumoral y per i tumora l  (normal) ,  
p roven ien t e s  de una misma p a c i e n t e .  
Se  a p l i c 6  nuevamente e l  metodo de p u r i f i c a c i 6 n  de 
s a l e s  de guan id ina .  
Una vez p u r i f i c a d o s ,  10s  ADN fueron co r t ados  mecani- 
camente mediante 60 p a s a j e s  fo rzados  a  t r a v 6 s  de agu ja  h ipo-  
I I IA.2.1 .2 .  Obtenci6n de fragmentos de r e s t r i c c i 6 n  y t r a n s f e r e n -  
c i a  a  f i l t r o s  de n i t r a t o  de c e l u l o s a  
Los ADN a s 2  ob ten idos  fueron  d i g e r i d o s  con l a s  endo- 
nuc l ea sa s  Eco R I  o Hae I11 (1 U.E./mg ADN) en condic iones  
enunciadas  previamente ( I I . 3 . 3 . 2 ) ,  du ran t e  1  ho ra  a  37°C. 
Los d . iger idos  fueron  r e sue l  t o s  por  e l e c t r o f o r e s i s  en 
ge l  de agarosa  1 , 6 %  y t r a n s f e r i d o s  a  papel de n i t r o c e l u l o s a  
por  18 horas .  
I I IA.2 .1 .3 .  Obtenci6n de ADN sonda de secuenc ias  tumorales  t o t a -  
l e s  e  i n v e r t i d a s  
a )  Secuencias  t o t a l e s :  1 , l  ug de ADN neoplgs ico  pu- 
r i f i c a d o  y co r t ado  mecanicamente, fueron  incubados en un vo- 
32 lumen f i n a l  de 100 u l ,  conteniendo 100 uCi de dCTP-oC P ,  
A.E.  400 Ci/mmol, segfin l a s  condic iones  e s p e c i f i c a d a s  en 
11.3.9. 
Se e s t u d i 6  l a  c i n g t i c a  de incorporac i6n  por  c u a n t i -  
f i c a c i 6 n  de cpm Zic ido-prec ip i tab les  en a lTcuotas  tomadas a  
i n t e r v a l o s  de 4 5  minutos (F igura  8) 
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FIGURA 8: CinEtica de incorporacibn de d ~ ~ p - 4 ~ ~ ~  a ADN tumo- 
ral t o t a l  
1,l ug de ADN neopl'isico fueron incubados en un volumen f i n a l  
de 100 u l ,  en presencia de 100 uCi de ~ c T P - ~ ~ ~ P  . Cada 45 minutos, s e  
tom6 m a  a l l c u o t a  de aproximadamente 0,25 u l  , l a  cual  fue  d i l u l d a  en 
100 u l  de EDTA 0,2 M. Se determin6 l a s  cpm t o t a l e s  en 40 u l  de l a  di lu-  
ci6n. La rad iac t iv idad  Scido insoluble  fue cuant i f icada  en i g u a l  volumen 
p rec ip i t ado  previamente con 2 m l  de TCA lo%,  en presencia de 50 ug de 
ADN de salm6n para coprec ip i t a r ,  a 0 ° C  durante 10 minutos. El  ma te r i a l  
inso lub le  f u e  re tenido sobre f i l t r o s  Mil l ipore  para s u  cuanfif icaci6n.  
E l  porcenta je  de incorporaci6n se expres6 como: 
% = .  cpm TCA-precipitables x 100 
cpm t o t a l e s  
A1 cab0 de 225 minutos s e  detuvo l a  reacci.611, a l c a n -  
zando una incorporac i6n  de 57%. 
La r a d i a c t i v i d a d  l i b i e  s e  s epa r6  por c romatograf ia  en 
columna de Sephadex G-25, obteniendo e l  s i g u i e n t e  p e r f i l  de 
e l u c i b n :  
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FIGURA 9: P e r f i l  de eluci6n en Sephadex 6-25 correspondiente a 
l a  marcaci6n de ADPJ t o t a l  
Finalizada l a  incorporaci6n, l a  radiac t iv idad l i b r e  fue  sepa- 
rada  por cromatografia en columna de Sephadex 6-25. La eluciSn s e  l l e v 6  
a cab0 con agua b i d e s t i l a d a  est'eril, colectZindose f racciones  de 325 u l ,  
y cuantif icando las cpm presentes en a lzcuotas  de 1 u l  de cada una de 
ellas. 
Las f r a c c i o n e s  5 a 9  fueron  reun idas  y  concentradas  
6 por  l i o f i l i z a c i 6 n .  La A . E .  a lcanzada  f u e  de 4 ,9  x 1 0  cpm/ug 
ADN . 
b)  Secuencias  i n v e r t i d a s :  ADN n e o p l l s i c o ,  cuya A 2 6 0  
f u e  es t imada en 0 , 9  U . ,  f u e  reasoc iado  a  v a l o r  Cot = 4 x 
en p r e s e n c i a  de PB 0 , 1 2  !.I (?f = I ) ,  en un volumen f i n a l  de 
1 , 8  m1, s i endo  e l  tiempo r eque r ido  de 32 segundos. La r e a c -  
c i6n  se  detuvo por  d i l u c i 6 n  y rgp ido  p a s a j e  por  columna de 
HAP. Los segmentos r ea soc i ados  fueron  e l u l d o s  con PB 0 , 4  M 
( f i g u r a  10)  . 
F R A C C I O N  N o  
FIGURA 10: P e r f i l  de eluci6n obtenido por cromatografza en co- 
lumna de HAP. 
- 3 Finalizada l a  reasociacidn a Cot = 4 x 10 , l a  muestra de AD3 
tumoral fue  sembrada en una coluhna de HAP. E l  mater ia l  percolado en 
PB 0,12M fue  colectado en una primera fracci6n de 14 m l ,  mientras que 
10s subsiguientes  lavados, como asimismo e l  elu5do can PB 0,4 M, fueron 
- 
recogidos en fracciones de 1 m l .  Se determin6 l a  A260 en cada una de 
ellas. 
La f lecha  indica  e l  comienzo de l a  eluci6n con PB 0,4 M. 
La c a n t i d a d  de ADN incubado f u e  de 80 ug aproximada- 
mente, recuper5ndose como doble  cadena mas del  40%. E s t e  
p o r c e n t a j e  r e s u l t 6  demasiado e levado en r e l a c i 6 n  a  l o  espe-  
r ado ,  l o  cua l  qu iz5s  s e  deb i6  nuevamente a  que e l  p a s a j e  de 
l a  muest ra  por  l a  columna de HAP no f u e  l o  su f i c i en t emen te  
r5p ido .  Dado que l a  can t idad  en ug e r a  pequefia, no s e  r e p i -  
t i 6  e l  procedimiento:  En e s t a s  condic iones ,  l a  s e n s i b i l i d a d  
de l  mBtodo d e  d e t e c c i d n  por  A260 de l a s  f r a c c i o n e s  e2uidas  
no s e r l a  adecuada. Por l o  t a n t o ,  s e  d e c i d i 6  r e a s o c i a r  e s t e  
m a t e r i a l  luego de s e r  marcado rad ioac t ivamente .  
A e s t e  f i n ,  l a s  f r a c c i o n e s  7 y 8 e l u l d a s  de l a  colum- 
na  ( f i g u r a  103, fueron  d i a l i z a d a s  y concentradas  por  e x t r a c -  
c i 6 n  con 2-bu tanol .  
Una a l l c u o t a  de  1,3ug f u e  incubada de acuerdo a  l o  
expues to  en I I . 3 . 9 . ,  en un volumen f i n a l  de 1 0 0  u l ,  en p r e -  
s e n c i a  de 100 uCi de ~ C T P - ~ C ~ ~ P  A . E .  400 Ci/mmol. 
Nuevamente s e  e s t u d i 6  l a  c i n g t i c a  de i nco rpo rac i6n  
por  c u a n t i f i c a c i 6 n  de l a s  cpm Gcido i n s o l u b l e s  p r e s e n t e s  
en a l l c u o t a s  tomadas de l a  mezcla d e  r eacc i6n ,  a  i n t e r v a l o s  
de 30 minutos ( f i g u r a  11 ) .  
La r eacc i6n  s e  detuvo a  10s  160 minutos ,  separgndose 
l a  r ad ioac t iv idad .  no incorporada por c romatograf la  en colum- 
n a  de  Sephadex G-25 .  Se determinaron l a s  cpm t o t a l e s  y TCA- 
c r e c i v i t a b l e s  p r e s e n t e s  en cada f r a c c i 6 n  ( f i g u r a  12 ) .  
32 FIGURA 11: Cins t i ca  de incorporaci6n de dCTP - M  P a ADN de 
secuencias inver t idas  tumorales 
1 ,3  ug de ADN tumoral reasociado a Cot = 4 x cromatogra- 
f i ado  en HAP, d ia l i zado  y concentrado, fueron incubados en un volumen 
f i n a l  de 100 u l ,  en presencia de 100 uCi de dCTP - 3 2 ~  bajo  condicio- 
n e s  desc r ip tas  en 11.3.9. Cada 30 minutos, s e  tom6 una a lscuota  de a- 
proximadamente 0 ,5  u l ,  l a  cual  fue di luzda en 100 u l  de EDTA 0,2 M. 
Se determinaron l a s  cpm t o t a l e s  contenidas en 20 u l  de l a  di luci6n.  
La rad iac t iv idad  k i d 0  insoluble  fue  cuant i f icada  en 40 u l  de l a  di lu-  
c icn ,  p rec ip i t adas  previamente con 2 m l  de TCA lo%, agregando 50 ug de 
ADN de salm6n para coprec ip i t a r .  E l  ma te r i a l  Scido p r e c i p i t a b l e  fue re- 
t en ido  por f i l t r a c i c n  a l  vacfo .sobre  f i l t r o s  Mill ipore.  
E l  porcenta je  de incorporacibn s e  expres6 como 
cpm TCA-precipita6les % = 
cpm t o t a l e s  x 2 
FIGURA 12: P e r f i l  de eluci6n en Sephadex G-25 correspondiente 
a l a  marcaci6n de secuencias inver t idas  tunorales  
Finalizada l a  incubaci4n de incorporaciijn, l a  radioactividad 
l i b r e  fue  separada por cromatografza en columna de Sephadex 6 2 5 .  La 
e luci6n se I l e v 6  a cab0 con agua b ides t i l ada  estgr i l ,  recogisndose frac-  
ciones de 180 u l .  La radioact iv idad presElte en cada una de e l l a s  fue  
estimada cuantif icando las cpm t o t a l e s  y TCA 10%-precipitables, re te-  
n idas  por f i l t r a c i 6 n  , en a l l c u o t a s  correspondientes a 1 u l .  
cpm t o t a l e s  
- - - -  cpm TCA-precipitables 
La A.E.  obtenida fue de 9 x l o 6  cpm/ug de ADN. 
S i  bien  e l  p e r f i l  obtenido ( f i g u r a  1 2 )  no r e s u l t 6  
b ien  de f in ido ,  s e  consideraron como cpm incorporadas,  l a s  
f r acc iones  8 a 1 4 ,  l a s  cua les  fueron reunidas y reasociadas 
nuevanente a  v a l o r  ECot = 4 x 
Se d e c i d i d  d e t e n e r  l a  r eacc i6n  de r e a s o c i a c i 6 n  por 
d i g e s t i 6 n  de  ADN monocatenario con nuc leasa  S1.  Como e s t a  
enzima h i d r o l i z a  tambign ADN dobl e  cadena cuando s e  h a l l a  
en  exceso ,  s e  determinaron l a s  condic iones  6ptimas de d i g e s -  
t i 6 n  en forma exper imenta l .  
Por e s t e  motivo,  y  asimismo, pa ra  p r o t e g e r  a1 ADN- 
sonda de 1  a  acc idn  de nuc l ea sa s  i n e s p e c l f i c a s  contaminantes 
d u r a n t e  l a  incubac idn ,  s e  e s t u d i 6  l a  r e l a c i 6 n  de ADN de s a l -  
mBn/U.E. S1 a  s e r  i n c l u i d a  pa ra  l a  d i g e s t i 6 n .  
En pr imer  tgrmino,  s e  ensay6 cu5l e r a  l a  c a n t i d a d  de 
enzima t a l  que h i d r o l i z a r a  l a  menor can t idad  de ADN-sonda 
dob le  cadena y  l a  mayor de s imple  cadena. Para  e l l o ,  s e  r e a -  
l i z a r o n  d i g e s t i o n e s  para1 e l  a s  de aproximadamente 1 Q000 c?m 
de sonda ,desna tu ra l i zada  previamente o  no,  en p r e s e n c i a  de 
c a n t i d a d  f i j a  de ADN de salm6n d e s n a t u r a l i z a d o  ( 2 0  ug/ensa-  
yo) y  can t idades  c r . ec ien tes  de enzima. Las r eacc iones  s e  
incubaron en condic iones  s a l i n a s  ya d e s c r i p t a s  ( 1 1 . 3 . 6 . 4 . )  
en un volumen de 500 u l ,  a  45°C du ran t e  una ho ra .  Se de te rmi  
n6 luego  en cada caso ,  e l  p o r c e n t a j e  de r a d i a c t i v i d a d  5 c i -  
do i n s o l u b l e  remanente, obteniendo 1  os r e s u l  t ados  t abu lados  
a con t inuac idn  : 
BRIESTPA DE ADN U. E.  S1 CPm % 
RADIACTIVO TCA-insolubl es PRECIPITACION 
simpl e 
cadena 
simple 
cadena 
simpl e 
cadena 
simple 
cadena 
simple 
cadena 
dobl e 
cade.na 
doble 
cadena 
dobl e 
.cadena 
dobl e 
c.ade.na 
dobl e 
cade.na 
TABLA V I :  ~ i g e s t i 6 n  de ADN rad iac t ivo  en presencia de cantidades 
c rec ien tes  de enzima 
Alicuotas de aproximadamente 10.000 cpm de ADN marcado C O ~ ~ ~ P ,  
previamente desnatural izadas o no, fueron digeridas con cantidades cre- 
c i en tes  de S1. Las diges t iones  s e  rea l izaron en un volumen f i n a l  de 
500 u l ,  en presencia  d e  20 ug de ATlX de salm6n desnaturalizado, en con- 
d ic iones  s a l i n a s  especi f icadas  en II.3.6.4.,  durante 1 hora a 45°C. 
La reacci'on s e  detuvo enfriando a 0°C. E l  mater ia l  r e s i s t e n t e  a l a  h i -  
d r 'o l i s i s  fue precipi tado con 2 m l  de TCA 10% - 150 ug de ADN de timo 
de t e r n e r a  para coprec ip i t a r ,  y re tenido sobre membranas Mill ipore.  
E l  porcenta je  de p rec ip i t ac i6n  fue  re fe r ido  a 1  obtenido por incubaci6n 
en ausencia de enzima. 
De acuerdo con e s t o s  d a t o s ,  con 1 . 0 0 0  unidades de 
enzima s e  a l canz6  un buen grado de h i d r 6 l i s i s  de ADN mono- 
c a t e n a r i o ,  e l  cual  p rac t icamente  s e  mantenfa afin a  concen- 
t r a c i 6 n  doble  de enzima. S i n  embargo, ce r ca  de un 7 0 %  de 
ADN b i c a t e n a r i o  tambi6n e r a  d i g e r i d o .  
Se ensayd entonces  s i ,  en e s t a s  condic iones  ( 1 0 . 0 0 0  
cpm, 20 ug de ADN de salm6n desna tu ra l  i z ado ,  1 .900  unida-  
des  de enzima) , 1 a  i n c l  us i6n de ADN de s a l  m6n n a t i v o  e r a  
capaz de p r o t e g e r  a1 ADN sonda b i c a t e n a r i o ,  como a s ?  tam- 
b i 6 n  una menor t empera tura  de incubac i6n .  Con e s t e  f i n ,  s e  
r e p i t i 6  e l  ensayo a n t e r i o r  en l a s  condic iones  mencionadas, 
d u r a n t e  2  h o r a s  a 37"C, en p r e s e n c i a  de can t idades  c r e c i e n -  
t e s  de ADN de salm6n n a t i v o  (Tab1 a VII)  . 
1.WESTR.A DE ADN U. E . ug ADN s a l  - cpm TCA- % 
RADIACTIVO S, m6n n a t i v o  i n s o l u b l e s  PRECIPITACION 
s imp le  cadena - - - - 9 . 7 1 6  1 0 0  
s imple  cadena 1000  1  1 . 5 2 5  1 6  
s imple  cadena 1000  2  l C  126  1 2  
s imp le  cadena 1000  4 1 . 1 2 5  12 
doble  cadeha - - - - 8 . 8 0 4  100 
doble  cadena 1000 1  3 . 8 1 5  4 3  
doble  cadena 1 0 0 0  2 3 . 3 5 9  45 
dob le  cadena 1000  4 3.852 4 3  
TABLA VII: ~ i g e s t i d n  de ADN radiactivo en presencia de cantida- 
des crecientes de ADN de salmdn nativo. 
Al'lcuotas de aproximadamente 10.000 cpm de ADN radiac t ivo,  pre- 
viamente desnatural izadas o no, fueron diger idas  con 1000 U.E. de S1. 
Las incubaciones s e  rea l i za ron  en un volumen f i n a l  de 500 u l ,  en presen- 
cia de 20 ug de ADN de salm6n desnatural izado,  y cantidades s r e c i e n t e s  
de ADN de salm6n nat ivo,  ba jo  condiciones s a l i n a s  ya enunciadas, durante 
2 horas a 37°C. 
Eas diges t iones  se detuvieron por enfriamiento a 0°C. E l  ma te r i a l  
'acid0 inso lub le  fue  cuantif icado como se indic6 en l a  Tabla V I ,  calcul5n- 
dose e l  porcentaje de p rec ip i t ac i6n  obtenido en cada caso. 
Se concluy6 que las condiciones 6ptimas serlan aqu6- 
13as correspondientes a 1.000 unidades de enzima, 20 ug de 
ADN de salm6n desnaturalizado y 1 ug de ADN de salm6n nativo 
a 37°C durante 2 horas. 
Se procedi6 entonces a reasociar el ADN sonda a 
ECot = 4  x en presencia de NaCl 0,2 hi. Ello obedeci6 
a que el ibn fosfato inhibe la actividad de la enzima S,. 
La cantidad de ADN a emplear se estim6 en 0,9 ug, el cual 
se ha1 laba disuel to en aproximadamente 2,5 ml (volumen de 
1 as fracciones 8 a 14 .eluldas en Sephadex G- 25). Se 1 o des - 
naturaliz6 por calentamiento, y reasoci6 en un volumen fi- 
nal de 2,6 ml durante 4 3  minutos (3 1,22). La reacci6n se 
detuvo por enfriamiento y agregado de nucleasa S, , en las 
condiciones descriptas, para un volumen de 3  ml. 
Se determin6 que la radiactividad TCA-insoluble re- 
manente en una allkuota de 1 ul result6 del 80%. 
El digerido fue cromatografiado en columna de HAP, 
en condiciones habituales, monitoreando la eluci6n por cuan- 
t i f i c a c i 6 n  de r a d i a c t i v i d a d  p r e s e n t e  en a l l c u o t a s  de l a s  
f r a c c i o n e s  ob t en idas .  S i n  embargo, 10s  r e s u l t a d o s  i n d i c a -  
ron  que toda  l a  r a d i a c t i v i d a d  fue  perco lada  con PB 0,12 M ,  
1.0 cua l  s e  debid probablemente a  i n t e r f e r e n c i a  de algiln com- 
ponente  de l a  mezcla de incubac ien  con S1,  con l a  capacidad 
de uni6n de l a  HAP. Se r eun ie ron  entonces  todas  l a s  f r a c c i o -  
nes  de l  perco lado  presen tando  r a d i a c t i v i d a d ,  l a s  cual  es  
fueron  d i a l  i z a d a s  . 
IIIA.2.1.4. Hibr idac i6n  molecu la r  de ADN en f a s e  s 6 l i d a  
a )  Hibr idac idn  con sonda de ADN tumoral t ~ t a l - ~ ' ~  
Los fragmentos de r e s t r i c c i d n  ob ten idos  por  d i g e s t i 6 n  
con Eco RI 6  Hae I11 t r a n s f e r i d o s  a  f i l t r o s  de n i t r o c e l u l o s a ,  
f ue ron  h ib r idados  con l a  sonda co r r e spond ien t e  a  ADN tumo- 
r a l  t o t a l .  La r eacc i6n  s e  I l e v d  a  cab0 en p r e s e n c i a  de dex- 
t r 5 n - s u l f a t o  10% y 80 ug de ADN normal hom6logo no r a d i a c -  
t i v o ,  co r t ado  y d e s n a t u r a l i z a d o  (11.3 .11) .  La p r e h i b r i d a c i h  
e  h i b r i d a c i 6 n  propiamente d i cha  s e  incubaron du ran t e  23 y 
24 horas  respec t ivamente ,  a  4 Z ° C .  Fina l i zada  e s t a  i l l t ima ,  
e l  f i l t r o  f u e  lavado y sometido a  a u t o r r a d i o g r a f l a  du ran t e  
4 d l a s  a  t empera tura  ambiente.  
Las im5genes a u t o r r a d i o g r 5 f i c a s  s e  reproducen en 
l a  f i g u r a  13.  
FIGURA 13: ~ i b r i d a c i h  molecular de fragmentos de r e s t r i c c i 6 n  
de ADN normal y tumoral con ADN-sonda t o t a l  
Allcuotas de 12 ug de ADN normal o tumoral fueron digeridas con 
Eco RI 6 Hae I11 durante 1 hora a 37 "C en condiciones apropiadas 
(11.3.3.2). Los fragmentos de r e s t r i c c i c n  fueron resue l tos  por e lec t ro-  
f o r e s i s  en ge l  de agarosa 1,6%, t r ans fe r idos  a f i l t r o s  de n i t roce lu losa  
e hibridados con sonda de ADN tumoral t o t a l  (A.E.=4,9 x lo6 cpm/ug ADN) 
en presencia de dextrgn-sulfato 10% y 80 ug de ADN normal hom6logo no 
rad iac t ivo ,  cortado y desnaturalizado. Los h'ibridos s e  detectaron por 
autorradiograf5a (4 d l a s  a temperatura ambiente) 
Carril 1: ADN tumoral d ige r ido  con Hae 111 
Carril 2: ADN normal d i a e r i d o  con Hae 111 
Carril 3: ADN tumoral d ige r ido  con Eco R I  
Carril  4: ADN normal d ige r ido  con Eco RI 
En 1 os c a r r i l  e s  4 y 3 ,  cor respondien tes  a  d i g e r i d o s  
de Eco R I  de ADN normal y tumoral respec t ivamente ,  s e  obse r -  
van d i f e r e n c i a s  c u a n t i t a t i v a s  en e l  rango de segmentos de 
muy a l t o  peso molecular  ( e l  tamafio exac to  de 10s mismos no 
puede a s e v e r a r s e ,  ya que e l  c a r r i l  co r r e spond ien t e  a1 marca- 
dor  no f u e  cor rec tamente  r e s u e l  t o  en l a  e l  e c t r o f o r e s i s )  . 
En l a  zona de fragmentos de tamafio in te rmedio ,  s e  v i -  
s u a l i z a  una mayor i n t e n s i d a d  r a d i a c t i v a  en ADN normal,  no 
p r e s e n t e  en e l  caso  de ADN neopl i is ico .  
En t r e  10s  productos  de d i g e s t i 6 n  con Hae I11 - c a r r i -  
l e s  1 y 2 -  e s  remarcable  l a  s i m i l i t u d  de l  pa t r6n  ob ten ido  
p a r a  ambos ADNs ,  per0  r z s u l t a  obvia  una mayor i n t e n s i d a d  en 
l a  zona d e  muy e levado peso molecular  del  c a r r i l  normal,  
ocu r r i endo  e l  caso i n v e r s o  en l a  reg i6n  de tamafio mediana- 
mente a l t o  e  in te rmedio .  
Hibr idac i6n  molecular  con sonda de secuenc ias  
i n v e r t i d a s  tumorales  - 3 2 ~  
Luego de r e a l i z a d a  l a  primer a u t o r r a d i o g r a f l a ,  l a  
sonda r a d i a c t i v a  f u e  e l iminada como s e  d e s c r i b i e r a  en Meto- 
dos (11.3 .11. )  El f i l t r o  f u e  luego preincubado 3 , 5  h o r a s ,  
e  h i b r i d a d o  con ADN-sonda de s ecuenc i a s  i n v e r t i d a s  tumora- 
r a l e s  durante  2 3  horas ,  en presencia  de dex t r5n-su l fa to  1 0 %  
y 1 0 0  ug de ADN normal hom6logo no r a d i a c t i v o ,  cortado y 
desnatura l izado,  en condiciones i d e n t i c a s  a  l a s  a n t e r i o r e s .  
Una vez lavado, fue expiiesto a  au to r rad iogra f l a  durante 1 9  
dZas a  temperatura ambiente. La f i g u r a  1 4  i l u s t r a  10s resul  
tados obtenidos.  
FIGURA 14: ~ i b r i d a c i 6 n  molecular de fragmentos de r e s t r i c c i 6 n  
de ADH normal y tumoral con ADN-sonda de secuencias 
inver t idas  
Se r e u t i l i z 6  e l  f i l t r o  de n i t r o c e l u l o s a  a1 c u a l  fueron t r ans fe -  
r i d o s  10s fragrnentos de  r e s t r i c c i h ,  empleado en l a  f i g u r a  a n t e r i o r .  La 
gr imera  sonda f u e  el iminada por lavado d e l  f i l t r o  en Tris-HC1 5 mM pH 8 - 
EDTA 2 rnM - p i r o f o s f a t o  de  N a  0,05% - so luc i6n  Denhart x 0 , l  , durante  
2 h o r a s  a 65OC, r e p i t i e n d o  l a  operaci'on dos veces.  Luego se procedi6 a 
a pre incubar  e h i b r i d a r  e l  f i l t r o  en condiciones h a b i t u d e s ,  con ADN - 
sonda de secuencias  i n v e r t i d a s  tumorales (A.E. = 9 x lo6 cpm/ug ADN) , 
e n  p re senc ia  de dext rgn-su l fa to  10% y 100 ug de ADN normal hom6logo no 
r a d i a c t i v o ,  cortado mecanicamente y desna tura l izado ,  por  23 horas .  
Una vez lavada l a  r a d i a c t i v i d a d  no unida,  e l  E i l t r o  f u e  secado y expues- 
to .  a p l a c a . a u t o r r a d i o g r h f i c a  durante  19 ' d l a s  a temperatura ambiente. 
Carril 1:ADN tumoral  d ige r ido  con Hae 111 
Carril 2:ADN normal d ige r ido  con Hae I11 
Carril 3:ADN tumoral  d iger ido  con Eco RI 
Carril 4 :ADN normal- diger! do con Eco RI 
Nuevamente s e  r e v e l a  un comportamiento d i f e r e n c i a l  
de h i b r i d a c i d n  de l 'a sonda con ADN normal y tumora l ,  d i s t i n -  
t o  a  s u  vez ,  a1 ob t en ido  con l a  sonda a n t e r i o r .  
En re1  a c i d n  a  10s  d i g e r i d o s  de Eco R I  ( c a r r i l e s  3 y  
4 ) ,  e x i s t e  mayor r a d i a c t i v i d a d  en e l  c a r r i l  p e r t e n e c i e n t e  a  
ADN normal,  l o c a l i z a d a  pr inc ipa lmente  en l a  r e g i d n  de peso 
molecu la r  in te rmedio .  Esto  no o c u r r e  en e l  c a r r i l  3 ,  de ADN 
neop l5s i co .  
Los ADNs d i g e r i d o s  con Hae I11 sefialan tambign no t a -  
b l e s  d i f e r e n c i a s  e n t r e  c a r r i l e s  co r r e spond ien t e s  a  segmentos 
de r e s t r i c c i d n  normal e s  y  tumorales .  En t re  e s t o s  GI t imos ,  
s e  observa  una mayor h i b r i d a c i d n  de fragmentos in te rmedios  
y  pequeiios, con r e s p e c t o  a  s u . c o n t r a p a r t e  normal. 
I I I A . 2 . 2 .  Segunda s e r i e  de ensayos 
Se r e a l i z 6  biisicamente sob re  e l  esquema de l a  a n t e r i o r  
s e r i e  de ensayos ,  de acuerdo a1 s i g u i e n t e  disefio experimental  : 
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FIGURA 15: Esquema de  t r a b a j o  
Las d i f e r e n c i a s  con r e s p e c t o  a  l a  a n t e r i o r  s e r i e  de 
ensayos r e s i d e n  en que s e  t r a n s f i r i e r o n  a  n i t r o c e l u l o s a  10s  
p a t r o n e s  de r e s t r i c c i 6 n  ob ten idos  por d i g e s t i 6 n  con 6 endo- 
nucl  e a s a s  , s i n  p r e v i o  f racc ionamien to  mecsnico . Por o t r a  p a r -  
t e ,  s e  emplearon 4 ADN-sonda. Aqu6llos co r r e spond ien t e s  a s e -  
cuenc i a s  t o t a l  es  e  i n v e r t  i d a s  fueron  horn61 ogos . Otras  dos 
sondas u t i l i z a d a s  fueron  de o r i g e n  he t e r6 log0 ,  e s  d e c i r  pro-  
venfan  de una p a c i e n t e  d i f e r e n t e  de a q u 6 l l a  cuyas b i o p s i a s  
fue ron  empleadas pa ra  ob t ene r  ADN r e s t r i n g i d o  por  endonucle-  
a s a s :  De una m e t s s t a s i s  en ep ip l6n  de carcinoma mamario, s e  
p u r i f i c 6  ADN pa ra  s e r  reasoc iado  a  ECot = 100, se lecc ionando  
e n t r e  10s  segmentos r ea soc i ados  a 10s  que s e  encontraban en 
forma m a y o r i t a r i a .  Es to s  p re sen t a ron  un tamafio de 300 y  
4.000 bp. 
I I IA.2 .2 .1 .  P u r i f i c a c i h  de ADN 
El ADN normal y 10s dos ADNs neopl$s icos  u t i l i z a d o s  
en e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  s e  p u r i f i c a r o n  a  p a r t i r  de nGcleos, 
segfin e l  procedimiente  ind icado  en 11.3 .2 .2 .  
I I I A . 2 . 2 . 2 .  Obtenci6n de fragmentos de r e s t r i c c i 6 n  normales y 
tumorales  - Trans fe renc i a  a f i l t r o s  de n i t r o c e l u l o s a .  
ADNs normal y  carcinomatoso p u r i f i c a d o s  de un pa r  de 
b i o p s i a s  mamarias de l a  misma p a c i e n t e ,  fueron  d i g e r i d o s  en 
i d e n t i c a s  condic iones :  A l i cuo ta s  co r r e spond ien t e s  a  54 ug 
de cada muest ra  fueron incubadas con l a s  s i g u i e n t e s  endonu- 
c l e a s a s  a l t e r n a t i v a m e n t e :  Eco R I  - Hae I11 - Hind I11 - 
Sma I - P s t  I - Xba I .  
Las condic iones  s a l i n a s  u t i l i z a d a s  en cada caso s e  
d e t a l l a r o n  en Mgtodos (11 .3 .3 .2 . ) .  
Las r eacc iones  s e  l l e v a r o n  a  cab0 en un volumen f i n a l  
de 60 u l ,  en p r e s e n c i a  de 0,2 U.E./ug ADN duran t e  16 ho ra s  
a  37°C (aproximadamente 2 ,5  veces  en exceso con r e s p e c t o  a  
l o  recomendado por  10s  proveedores  pa ra  d i g e r i r  t o t a lmen te  
ADN de f ago  lambda o  plZismido pBR322). 
A l f cuo ta s  de 7 ug de cada d i g e r i d o  fueron  r e s u e l t a s  
p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en g e l e s  de agarosa  1 , 3 % ,  r e p i t i e n d o s e  
e s t a  operac i6n  por cuadrup l icado .  F i n a l i z a d a  l a  c o r r i d a  e l e c -  
t r o f o r g t i c a ,  10s  fragmentos con ten idos  en cada gel  fueron  
t r a n s f e r i d o s  a  sendos f i l t r o s  de n i t r a t o  de c e l u l o s a ,  duran-  
t e  36 horas  como mfnimo (11.3 .7 . )  
I I IA.2 .2 .3 .  Obtenci6n de ADN-sondas neop l5s i cos  
ADN p u r i f i c a d o  del  carcinoma pr imar io  mencionado en 
e l  punto  a n t e r i o r ,  como as2  tambign de m e t g s t a s i s  en ep ip l6n  
de  d i f e r e n t e  p a c i e n t e ,  fueron  co r t ados  mecanicamente como s e  
i n d i c 6  en M6todos (11 .3 .3 .1 . )  h a s t a  2 y 6  Kbp respec t ivamente .  
Aproximadamente 450 ug del  primer0 s e  r ea soc i a ron  en 
s u c e s i v a s  a l i c u o t a s  a  Cot = 4 x 1 0 ' ~  en PB 0,12 M (3 = 1)  
a  60°C, du ran t e  10 segundos. Las s ecuenc i a s  i n v e r t i d a s  r e -  
s u l t a n t e s  fueron  pur i f i cad .as  por c romatograf la  en columna de 
HAP, obtenigndose e l  s i g u i e n t e  p e r f i l  de e l u c i d n :  
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FIGURA 16: P e r f i l  de elucibn de HAP correspondiente a secuencias 
inver t idas  de ADN de carcinoma primario 
450 ug de ADN pur i f icado de carcinoma primario, cortados me&- 
nicamente h a s t a  segmentos de 2 Kbp, se reasociaron a Cot = 4 x 10'3. 
Los segmentos doble cadena fueron cromatografiados en columna de HAP. 
E l  mate r i a l  percolado con PB 0,12 M fue  recogido en una primera frac-  
ciBn de 6 m l ,  y 10s sucesivos lavados coh i g u a l  fuerza ibnica ,  en 
f racciones  de 0,8 m l  has ta  obtener A260 nula. La eluciBn de ADN doble - 
catenar io  s e  r e a l i z b  con PB 0,4 M y  e l  cual  fue recolectado en fraceiones 
de 0,8 m l .  
La f l echa  indica  e l  comienzo de f a  eluciBn. 
E l  ADN co r r e spond ien t e  a  secuenc ias  i n v e r t i d a s  fue  
es t imado en  55 ug (12% aproximadamente). Las f r a c c i o n e s  6  
a  8 fue ron  r e u n i d a s ,  d i a l i z a d a s  y  d i g e r i d a s  con nuc l ea sa  S1 
en condic iones  h a b i t u a l  e s  ( 1 1 . 3 . 6 . 4 .  ) . 
Por o t r a  p a r t e ,  ADN p u r i f i c a d o  E p a r t i r  de m e t s s t a s i s  
en e p i p l d n ,  ( co r t ado  mecanicamente h a s t a  segmentos de 6  Kbp) 
f u e  r ea soc i ado  a  v a l o r  ECot = 100. La incubaci6n s e  r e a l i z 6  
en NaCl 0,18 M (S= 1) a  60°C du ran t e  3 , 2  horas  (A260 = 6 2 , s ) .  
Una vez f i n a l i z a d a ,  s e  d i l uyd  l a  mues t ra ,  d ige r i endo  10s  
segmentos no r ea soc i ados  con nuc l ea sa  S1. E l  ADN dob leca t e -  
n a r i o  s e  p u r i f i c 6  por  c romatograf la  en columna de HAP. E l  
p e r f i l  de e l u c i 6 n  ob ten ido  s e  muestra en l a  f i g u r a  1 7 .  
L a  f r a c c i 6 n  r ea soc i ada  s e  es t imd aproximadamente en 
2 mg, correspondiendo a1 1 5 %  de l  t o t a l .  E s t e  v a l o r  f u e  i n -  
f e r i o r  a1 esperado .  S in  embargo, t en iendo  en cuen ta  que l a  
r e c u p e r a c i h  t o t a l  de l a  c romatograf la  r e s u l t 6  s e r  s 6 l o  del  
60% (probablemente debido a  i n t e r f e r e n c i a  de compuestos p re -  
s e n t e s  en l a  incubac idn  con S 1 ) ,  s e  cons ider6  a c e p t a b l e  e l  
p o r c e n t a j  e  r ea soc i ado .  
Las f r a c c i o n e s  e lu5das  con PB 0 ,4  M que p re sen t a ron  
A260' fueron  r e u n i d a s ,  d i a l i z a d a s  y  p r e c i p i t a d a s  dos veces 
con e t a n o l .  Finalmente s e  resuspendie ron  en Tris-HC1 50 mM 
PI-I 8 ,2  - EDTA 5 d l  - gl i c e r o l  1 0 % .  
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FIGURA 17: P e r f i l  de e luc i6n  en columna de  IMP de secuencias  
r e p e t i t i v a s  de ADN p u r i f i c a d o  de me tgs t a s i s  en epi-  
pl6n. 
Aproximadamente 15 mg de ADN pur i f i cado  d e  me tgs t a s i s  en epipl'on 
fueron  reasoc iados  a ECot = 100 y d ige r idos  con nucleasa  S Los segmen- 1' t o s  doble  cadena fueron pu r i f i cados  por  cromatograf ia  en columna de HAP. 
E l  material percolado con PB 0,12 M f u e  co lec tado  en una primera fracci 'on 
d e  33 m l ,  y 10s suces ivos  lavados con l a  misma fue rza  i 6 n i c a  en f racc io-  
nes  de  4 m l ,  h a s t a  obtener  A2b0 desprec iab le .  E l  ADN dobleca tenar io  s e  
e luy6  con PB 0 ,4  M, recogisndose en f r acc iones  de  4 m l .  
La f l e c h a  i n d i c a  e l  comienzo de l a  e luc i6n .  
Se e s t u d i 6  l a  d i s t r i b u c i 6 n  de tamafio de una a l l c u o t a  
de 10s  fragmentos r ea soc i ados ,  por  e l e c t r o f o r e s i s  en gel  de 
aga rosa  3 % .  La imagen ob t en ida  por  t i n c i 6 n  de dicho ge l  c o n .  
bromuro de e t i d i o ,  mostr6 l a  e x i s t e n c i a  de dos bandas mayo- 
r i t a r i a s ,  co r r e spond ien t e s  a segmentos de 4.000 y  300 b p .  
De acuerdo a  e s t o s  r e s u l t a d o s ,  s e  p r a c t i c 6  una e l e c t r o f o r e -  
s i s  p r e p a r a t i v a  en condic iones  idGnt icas  a  l a s  a n t e r i o r e s .  
Los fragmentos de 4.000 y 300 bp s e  e luycron del  gel  como 
s e  i n d i c a r a  en 11.3.5.  
0 ,1  ug de ADN t o t a l  y  s ecuenc i a s  i n v e r t i d a s  del  c a r -  
cinoma p r imar io ,  como tambi6n de l a s  f r a c c i o n e s  de 4.000 y 
300 bp r e p e t i t v a s  de ADN m e t a s t 5 s i c 0 ,  fueron  marcados por  
e l  m6todo de c o r t e - t r a d u c c i 6 n  (11 .3 .9 . ) .  Las incubaciones  s e  
r e a l  i z a r o n  en un v o l u m ~ n  f i n a l  de 10 u l  , en p r e s e n c i a  de 
85 uCi de dCTP-eC 3 2 ~  A . E .  4.200 Ci/mmol, du ran t e  1  ho ra .  
La r a d i a c t i v i d a d  no incorporada  f u e  e l iminada por  
c roma tog ra f l a  en columna de Sephadex G-50. Los p e r f i l e s  de 
e l u c i 6 n  ob t en idos  s e  i l u s t r a n  en l a  f i g u r a  18. 
Los p o r c e n t a j e s  de incorporac i6n  fueron  de 46%,  56%,  
33% y 32%,  mien t r a s  que l a s  a c t i v i d a d e s  e s p e c f f i c a s  a l canza -  
7 ron  va l  o r e s  de 3,4 x  lo8 cpm/ug ADN, 5 , s  x  10 cpm/ug ADN, 
8  2,4 x  10 cpm/ug ADN y 2,45 x l o 8  cpm/ug ADN pa ra  secuenc ias  
t o t a l e s ,  i n v e r t i d a s ,  r e p e t i t i v a s  de 4.000 bp y r e p e t i t i v a s  
de 303 bp respec t ivamente .  
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FIGURA 18: P e r f i l  de 8eluci6n en Sephadex G-50 de secuencias  
t o t a l e s ,  i n v e r t i d a s ,  r e p e t i t i v a s  de 4000 bp y 300 bp. 
0 , l  ug de ADN t o t h l , y  de secuencias  i n v e r t i d a s  pu r i f i cados  de 
carcinoma pr imar io  homblogo, y de secuencias  r e p e t i t i v a s  de  4000 y 300 bp 
p u r i f i c a d o s  de me tgs t a s i s  en ep ip lbn  he t e rc loga ,  fueron marcados radiac-  
t ivamente  como se d e s c r i b i b  en 11.3.9. E l  volumen f i n a l  de incubacibn 
f u e  de 10 u l  en todos  10s casos,  conteniendo 85 uCi de  ~ c T P - ~ ~ ~ P  
(A.E. = 4.200 Ci/mmol). Luego de  1 hora  aproximadamente, l a  reacc i6n  se 
detuvo por  agregado de EDTA 0,2 M y un vo l .  de IAC. Para  e l imina r  l a  
r a d i a c t i v i d a d  no incorporada,  l a  f a s e  acuosa f u e  sembrada sob re  colum- 
na de  Sephadex G-50. La e luc ibn  se l l e v 6  a cab0 con agua b i d e s t i l a d a  es- 
tsril, colectZindose f r a c c i o n e s  de  1 m l .  La r a d i a c t i v i d a d  p re sen te  en ca- 
da una f u e  determinada por  c u a n t i f i c a c i 6 n  de l a s  cpm correspondientes  a 
a l5cuo ta s  de  1 u l .  
Panel  A: ADN t o t a l  
Panel  B: Secuencias  I n v e r t i d a s  
Panel  C: Secueneias  r e p e t i t i v a s  de 4000 bp 
Panel  D: Secuencias r e p e t i t i v a s  de 300 bp. 
IIIA.2.2.4. H i b r i d a c i 6 n  molecu la r  de  ADN en f a s e  s 6 l i d a  
Los ADN-sonda fue ron  h i b r i d a d o s  con f ragmentos  de 
r e s t r i c c i 6 n  t r a n s f e r i d o s  a  f i l t r o s  de n i t r o c e l u l o s a  como s e  
d e s c r i b i e r a  en IIIA. 2 . 2 . 2 .  
Las p r e h i b r i d a c i o n e s  s e  l l e v a r o n  a  cab0 d u r a n t e  2 ho -  
r a s  aproximadamente, y l a s  h i b r i d a c i o n e s  propiamente  d i chas  
d u r a n t e  18 h o r a s .  En e s t e  c a so  s e  reaI!.zaron en ausenc i a  
de d e x t r g n - s u l f a t o ,  inc luyendo  35 ug de ADN normal no r a d i a c -  
t i v o ,  previamente  c o r t a d o  y  d e s n a t u r a l i z a d o .  
Los h l b r i d o s  formados fue ron  expues tos  a  p l a c a s  au -  
t o r r a d i o g r i i f i c a s  d u r a n t e  1 0  d l a s ,  en p r e s e n c i a  de p a n t a l l a s  
i n t e n s i f i c a d o r a s .  
A con t i nuac i6n  s e  reproducen l a s  imsgenes r e s u l t a n -  
t e s :  
FIGURA 19: ~ i b r i d a c i 6 n  de  ADN-sonda tumoral t o t a l  hom6logo con 
fragmentos de  r e s t r i c c i 6 n  de ADN normal y tumoral 
ADNs pu r i f i cados  de t e j i d o  mamario tumoral y normal fueron  d i -  
ge r idos  a l t e rna t ivamen te  con Hind 111, Eco R I ,  Sma I, Ps t  I y Xba I 
(0,2 U.E./ug ADN durante  16 horas  en condiciones d e s c r i p t a s  en 11.3.2.2.) 
7 ug de  cada d ige r ido  fueron r e s u e l t o s  por  e l e c t r o f o r e s i s  en g e l  
de  agarosa  1,3%, y t r a n s f e r i d o s  a f i l t r o s  de n i t r o c e l u l o s a .  Los fragmen- 
t o s  de r e s t r i c c i 6 n  fueron h ibr idados  con ADN tumoral t o t a l  hom6logo mar- 
cad0 con 3 2 ~  (A.E. = 3 , 4  x lo8 cpm/ug ADN) , en ausencia  de dextrsn-sulfa-  
t o ,  incluyendo 35 ug de ADN normal no r a d i a c t i v o ,  cortado y desna tu ra l i -  
zado . 
Los hzbr idos  fueron de tec tados  por  a u t o r r a d i o g r a f i a  en presen- 
c i a  de  p a n t a l l a  i n t e n s i f i c a d o r a ,  durante  10 d la s .  
Digeridos 
Digeridos 
Digeridos 
con 
:on 
con 
Hind I11 
Eco R I  
Sma I 
Carriles 7 y 8: Digeridos con Ps t  I 
C a r r i l e s  9 v 10: Digeridos con Xba I 
Los c a r r i l e s  impares corresponden a fragmentos de ADN pxovenien- 
t e  d e  t e j i d o  peri turnoral  normal, y 10s c a r r i l e s  pa re s  , a fragmentos de 
ADN proveniente  de  t e j i d o  carcinon~atoso.  
A l a  derecha de  l a  f i g u r a  s e  i n d i c a  l a  pos ic i6n  de  segrnentos 
u t i l i z a d o s  como marcadores de  tamafio molecular (ADN de fago lambda d i -  
ge r ido  con Ilind 111) de 23 - 9,46 - 6,61 - 4,26 - 2,26 y 1,98 Kbp, de 
a r r i b a  h a c i a  a b a j  o r e spec t  ivamente. 
E x i s t e n  marcadas d i f e r e n c i a s  en l a  d i s t r i b u c i 6 n  del  
ADN-sonda, comnarando 10s  c a r r i l e s  cor respondien tes  a  ADN 
neop l5s i cos  en r e l a c i 6 n  con s u  c o n t r a p a r t e  normal. 
En 10s d i g e r i d o s  de l a  enzima Hind 111, e x i s t e  mayor 
r e a s o c i a c i 6 n  con ADN normal en l a  zona de a1 t o  peso molecular  
( c a r r i l  1 ) .  
Cuando 10s  ADN son d i g e r i d o s  con Eco R I ,  l a  mayor 
dens idad  de l a  marca corresponde a  l a  r eg i6n  de mediano y  
a1 t o  tamaEo molecular  de l  c a r r i l  tumoral ( 4 )  en comparaci6n 
con e l  c a r r i l  normal ( 3 ) .  En l a  zona de fragmentos pequeiios 
o c u r r e  10 i n v e r s o ,  aunque s e  ev idenc i a  con menor i n t e n s i d a d .  
E x i s t e  una mayor a f i n i d a d  del  ADN-sonda en l a  zona de 
muy e levado  peso molecu la r ,  en 10s d i g e r i d o s  normales de 
Sma I ,  P s t  I y Xba I ( c a r r i l e s  5 ,  7 y  9)en comparaci6n con 
10s  neop l5s i cos  ( c a r r i l e s  6 ,  8 y l o ) ,  s iendo  e s t e  fen6meno 
mgs n o t o r i o  pa ra  l a  pr imer  enzima mencionada. 
FIGURA 20: 11ibridaci'on de ADN-sonda de secuencias invertidas 
tumorales hom6logas con fragmentos de restricci6n 
de ADN normal y tumoral 
ADNs pur i f i cados  de t e j i d o  mamario tumoral y normal fueron di-  
ge r idos  a l t e rna t ivamen te  con l a s  endonucleasas Eco R I  o Sma I (0,2 U.E./ 
mg ADN duran te  16 horas  segGn s e  seiial6 en 11.3.2.2) 
7 ug de  cada d ige r ido  fueron r e s u e l t o s  por e l e c t r o f o r e s i s  en 
g e l  de agarosa  1,3% y t r a n s f e r i d o s  a f i l t r o  de n i t r o c e l u l o s a .  . 
Los fragmentos de r e s t r i c c i 6 n  fueron h ibr idados  con secuencias  7 i n v e r t i d a s  tumorales hom6logas marcadas con 3 2 ~  (A.E. = 5,5 x 10 cpm/ug 
ADN) en ausenc ia  de dext rsn-su l fa to ,  incluyendo 35 ug aproximadamente 
de ADN normal no r a d i a c t i v o ,  cortado y desna tura l izado .  
Los h i b r i d o s  fueron de tec tados  por a u t o r r a d i o g r a f l a  en p re senc ia  
d e  p a n t a l l a  i n t e n s i f i c a d o r a  durante  10 d i a s .  
Carriles 1 y 2: Digeridos con Eco R I  
Carriles 3 y 4: Digeridos con Sma I 
Los c a r r i l e s  impares corresponden a fragmentos de ADN provenien- 
tes d e  t e j i d o  normal, y 10s c a r r i l e s  pa re s ,  a fragmentos de ADN p u r i f i -  
cad0 de  t e j i d o  normal. 
A l a  derecha de  l a  f i g u r a  s e  i n d i c a  l a  pos ic i6n  de 10s segmentos 
marcadores de  tamaiio molecular  (ADN de fago lambda d ige r ido  con Hind 111) 
de  23 - 9,46 - 6,61 - 4,26 - 2,26 y 1,98  Kbp, de a r r i b a  h a c i a  aba jo  res- 
pectivamente.  
Se d e s t a c a  un d i s c r e t o  increment0 en l a  r e t e n c i 6 n  e s -  
p e c l f i c a  de l  ADM-sonda por  p a r t e  de fragmentos de ADN neo- 
p l 5 s i c 0 ,  comprendidos e n t r e  20  y 4 Kbp aproximadamente, r e s -  
p e c t o  de s u  c o n t r a p a r t e  normal,  en 10s  d i g e r i d o s  de ambas 
enzimas. 
E s  remarcable  l a  p r e senc i a  de una banda m a y o r i t a r i a  
de e levado  peso molecu la r ,  en e l  c a r r i l  3 ,  co r r e spond ien t e  
a ADN normal d i g e r i d o  con Sma I ,  en forma s i m i l a r  a l o  ob- 
se rvado  en l a  f i g u r a  a n t e r i o r .  
FIGURA 21: ~ i b r i a a c i 6 n  de ADN-sonda de secuencias r e p e t i t i v a s  
tumorales heter6logas de 300 bp, con fragmentos de 
r e s t r i c c i 6 n  de ADN normal y tumoral. 
AD3 obtenido d e  me tgs t a s i s  humana en ep ip l6n  d e  carcinoma mama- 
r i o ,  f u e  reasoc iado  a ECot == 100. Los segmentos reasoc iados  de  300 bp 
d e  long i tud  fueron  p u r i f i c a a o s  por e l e c t r o f o r e s i s  p repa ra t iva  en  agaro- 
sa 3X, y marcados con 3 2 ~  por e l  mgtodo de corte- t raducci6n .(A.E. = 
2,4 x lo8 cpm/ug ADN) . Dichos segmentos se h ib r ida ron  con ADNs p u r i f i -  
cados d e  un par  de b i o p s i a s  mamarias humanas, normal y carcinomatosa, 
10s c u a l e s  fueron  d ige r idos  por  enzimas de r e s t r i c c i 6 n  y t r a n s f e r i d o s  
a n i t r o c e l u l o s a ,  como s e  i n d i c 6  en l a  f i g u r a  19. 
Carriles 1 y 2: ADNs d ige r idos  COT. Hae 111 
Carriles 3 y 4: ADNs d ige r idos  con Hind 111 
Carriles 5 y 6: ADNs d i g e r i d o s  con Eco R I  
Carriles 7 y 8: ADNs d i g e r i d o s  con Sma I 
Carriles 9 y 10: ADNs d ige r idos  con P s t  I 
Carriles 11 y 12: ADNs d ige r idos  con Xba I 
Los c a r r i l e s  pa re s  corresponden a fragmentos provenientes  d e  t e -  
j i d o  normal, y 10s c a r r i l e s  impares a f r a p e n t o s  pu r i f i cados  de carcino- 
m a  primario.  
A l a  derecha d e  l a  f i g u r a  se i n d i c a  l a  pos ic i6n  de segmentos 
marcadores de  tamaiio molecular  (ADN de fago lambda d ige r ido  con Hind 111) 
d e  23 - 9,46 - 6,61 - 4,26 - 2,26 y 1,98 Kbp, de a r r i b a  h a c i a  aba jo  res- 
pectivamente.  
En e s t e  ca so ,  no s e  v i s u a l  i z a n  mayores d i f e r e n c i a s  
en e l  p a t r 6 n  de  d i s t r i b u c i 6 n  de l  ADN-sonda he t e r6 logo  a1 
comparar 10s  c a r r i l e s  co r r e spond ien t e s  a  ADN normal y tumo- 
r a l ,  aGn en l a  zona de e levado peso molecular  del,  d i g e r i d o  
normal de Sma I ( c a r r i l  8) 
Puede obse rva r se  Gnicamente una marcada ausenc i a  
de m a t e r i a l  h i b r i d a b l e ,  comprendida e n t r e  700  y 9 0 0  bp , en 
e l  c a r r i l  co r r e spond ien t e  a  ADN tumoral d i g e r i d o  con Ilae I11 
( c a r r i l  I ) ,  l o  cual  no o c u r r e  en s u  c o n t r a p a r t e  normal (ca -  
rril 2 ) .  
FIGURA 22: ~ibridaci6n de ADN-sonda de secuencias repetitivas 
tumorales heter6logas de 4000 bp, con fragmentos de 
restricci6n de ADN normal y tumoral. 
ADN obtenido de  m e t s s t a s i s  en epipl6n de carcinoma primario ma- 
mario,  f u e  reasoc iado  a ECot = 100. Los segmentos reasoc iados  de 4000 bp 
de  l o n g i t u d  se pur i f icagqn por  e l e c t r o f o r e s i s  p repa ra t iva  en g e l  de aga- 
r o s a  3%, y marcaron con P por e l  mstodo de corte- t raducci6n (A.E. = 
2,4 x lo8 cpm/ug ADN). Dichos segmentos se h ib r ida ron  con f raguentos  de 
r e s t r i c c i d n  d e  ADN normal y carcinomatoso proveniente  de un pa r  de  biop- 
sias homdlogas, 10s cua le s  fueron previamente t r a n s f e r i d o s  a n i t r o c e l u -  
l o s a  como se i nd i c6  en l a  f i g u r a  19. 
Carriles 1 y 2: ADNs d ige r idos  con Xba I 
Carriles 3 y 4: ADNs d ige r idos  con P s t  I 
Carriles 5 y 6: ADNs d ige r idos  con Sma I 
Carriles 7 y 8: ADNs d ige r idos  con Eco RI 
Carriles 9 y 10: ADNs d ige r idos  con Hind I11 
Los c a r r i l e s  i m ~ a r e s  corresponden a fragmentos provengentes 
t e j i d o  normal, mient ras  que 10s pa res  corresponden a fragmentos pur i -  
f i c a d o s  d e  carcinoma mamario primario. 
A l a  derecha d e  l a  f i g u r a  s e  i n d i c a  l a  pos ic ibn  de segmentos 
marcadores d e  tamafio molecular  (ADN de  fago lambda d ige r ido  con Hind 111) 
de  23 - 9,46 - 6,61 - 4,26 - 2,26 y 1,98 Kbp, de a r r i b a  h a c i a  aba jo ,  r e s -  
pectivamente.  
Nuevamente, l a s  d i f e r e n c i a s  e n t r e  e l  comportamiento 
de h ibr id .ac i6n  de AQN normal y tumoral no son muy e v i d e n t e s .  
Cabe mencionar solamente ,  l a  p r e senc i a  de menor i n -  
t e n s i d a d  en l a  banda co r r e spond ien t e  a  1 , 9  Kbp aproximada- 
mente en e l  d i g e r i d o  n ~ r m a l  de Hind I11  ( c a r r i l  9 ) ,  no apa- 
r e n t e  en e l  neopl i is ico  ( c a r r i l  1 0 ) .  
Por o t r a  p a r t e ,  l a  banda m a y o r i t a r i a  de a l t o  peso 
molecu la r  en e l  d i g e r i d o  normal de Sma I  ( c a r r i l  5 ) de l a s  
f i g u r a s  19 y 2 0  s e  h a l l a  notablemente disminuida .  
IIIB. ESTUDIO SOBE METILACION DE CITOSINA EN ADNs PROVENIENTES DE 
CELULAS bm1ARIAS HU?lANAS NOEIALES Y NEOFLASICAS 
Los r e s u l t a d o s  obcenidos en l a s  f i g u r a s  19  y  2 0 ,  con 
r e s p e c t o  a  10s  d i g e r i d o s  de Sma I ,  sug ie r en  l a  p o s i b i l i d a d  
de una m e t i l a c i 6 n  disminufda en ADN tumoral .  Es t a  supos i c i6n  
s e  basa  en e l  hecho que l a  enzima no actGa cuando l a  c i t o s i -  
na i n t e r n a  de s u  secuenc ia  de reconocimiento y  c o r t e  
(C-C-C G-G-G) s e  h a l l a  me t i l ada .  Como ya s e  s e i i a l a r a ,  e s  
jus tamente  en e l  d i n u c l e 6 t i d o  C-G e l  caso m6s f r e c u e n t e  de 
o c u r r e n c i a  de m e t i l a c i 6 n .  S i n  embargo, no s e  puede d e s c a r t a r  
que l a s  d i f e r e n c i a s  encont radas  s e  deban a  un cambio en e l  
ADN gendmico i n c l u f d o  en d i cha  s ecuenc i a ,  y  no a  l a  modi f i -  
c ac i6n  por  m e t i l a c i 6 n  de una de sus  b a s e s ,  o  a  ambos fen6me- 
nos en forma simul t 6nea .  
E s  a s ?  que s e  o r i e n t 6  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  a  l a  bGs- 
queda de d i f e r e n c i a s  en l a  me t i l ac i6n  de ADN de c 6 l u l a s  neo- 
p l g s i c a s  mamarias humanas, en r e l a c i 6 n  con l a s  normales ,  ya 
s e a  a  n i v e l  del  p a t r 6 n  de d i s t r i b u c i 6 n  de l a s  c i t o s i n a s  me- 
t i l a d a s ,  como en s u  contenido po rcen tua l .  
I I I B . l .  ESTUDIO SOBRE DIFERENCIAS EN LOS PATRONES DE 
DISTRIBUCION DE 5mC 
En e s t e  ca so ,  s e  a n a l i z a r o n  10s pa t rones  de r e s t r i c -  
c i 6 n  ob ten idos  por  d l g s s t i 6 n  de A D N s  mamarios humanos n o r -  
males y  neop l5s i cos  con l a s  enz ipas  1:pa I1 y Nsp I (11.1. j 
Los fragmentos fueron  r e s u e l t o s  por  e l e c t r o f o r e s i s  en 
g e l e s  de aga rosa .  Es tos  fueron  t e5 idos  con bromuro de e t i -  
d i o ,  f o t o g r a f i a d o s  y sus  nega t ivos  s u j e t o s  a  dens i tomet rza .  
A1 t e rna t i vamen te ,  1  os fragmentos de r e s t r i c c i 6 n  fueron 
t r a n s f e r i d o s  a  f i l  t r o s  de n i t r o c e l u l o s a ,  h ib r idados  con ADN- 
sonda tumoral y  a u t o r r a d i o g r a f i a d o s ,  sometiendo l a  p l a c a  ob- 
t e n i d a  a  dens i t ome t r za .  
En ambos c a s o s ,  l a  comparaci6n de 10s densitogramas 
p e r m i t i 6  e l  e s t u d i o  de 10s  pa t rones  de me t i l ac i6n  de l a s  
mues t ras  empl eadas  . 
IIIB.l.l. Primera s e r i e  de ensayos 
IIIB.l.l.l. P u r i f i c a c i 6 n  de ADN 
Se p u r i f i c 6  ADN de un par  de b i o p s i a s  de carcinoma 
mamario humano y  t e j i d o  per i tumora l  normal,  p rovenien tes  de 
l a  misma p a c i e n t e ,  como as2  tambign de l a  l i n e a  c e l u l a r  T 4 7 D ,  
de acuerdo a1 metodo enunciado en 11.3.2.2. La i n t e g r i d a d  
de l  ADN f u e  monitoreada gor  e l e c t r o f o r e s i s ,  mostrando s e r  
mayor de 23 Kbp en todos 10s  casos .  
IIIB.1.1.2. Obtenci6n de pa t rones  de r e s t r i c c i 6 n  
8 ug de cada ADN fueron  d i g e r i d o s  en i d g n t i c a s  condi -  
c i o n e s  con Hpa I1 o  Msp I. Las incubaciones  s e  r e a l i z a r o n  
d u r a n t e  20 horas  en p r e s e n c i a  de 1 U.E./ug ADN,  y  20 horas  
a d i c i o n a l e s  e n ~ p r e s e n c i a  de 2 U.E./ug ADN, en concen t r a -  
c i o n e s  s a l  i n a s  i nd i cadas  en 11.3.3.2. 
A l ~ c u o t a s  de cada muestra tomadas a  l a s  2 0  y 40 ho- 
r a s  de incubaci611, a n a l i z a d a s  por e l e c t r o f o r e s i s  en ge l e s  
de agarosa  I % ,  mostraron i d 6 n t i c o  grado de digesti61-1, por  
l o  cual  s e  cons ider6  que fue  completa.  Por o t r a  p a r t e ,  s e  
d e s c a r t 6  l a  p r e s e n c i a  de i n h i b i d o r e s  de l a  enzima, por l a  
t o t a l  d i g e s t i 6 n  de ADN de fago lambda luego de i ncuba r lo  
con a l i c u o t a s  de l a  mezcla de r eacc i6n  du ran t e  2 horas  a  37°C. 
2 , 2  ug de  cada ADN d i g e r i d o  fueron  r e s u e l t o s  por e l e c -  
t r o f o r e s i s  en gel  de agarosa  0 , 8 %  a  85 V duran t e  2,s horas .  
E l  ge l  f ue  luego tefi ido con bromuro de e t i d i o  du ran t e  1 5  mi- 
n u t o s ,  d e s t e e i d o  du ran t e  i gua l  perzodo con agua b i d e s t i l a d a .  
y f o t o g r a f i a d o  b a j o  l u z  UV. 
La imagen ob ten ida  s e  i l u s t r a  en l a  f i g u r a  23. 
IIIR.1.1.3. A n g l i s i s  dens i t ome t r i co  de 10s  pa t rones  de r e s t r i c -  
c i 6 n  
Las d i f e r e n c i a s  e n t r e  10s  pa t rones  de r e s t r i c c i 6 n  
ob t en idos  fueron  e s t u d i a d a s  por  a n s l i s i s  comparativo de sus  
p e r f i l e s  dens i t ome t r i cos .  
En l a  f i g u r a  2 4  puede obse rva r se  l a  comparaci6n de 
10s pa t rones  de cada muestra d i g e r i d a  con Hpa I1 o  Msp I 
FIGURA 23: Electroforesis de fragmentos de restricci6n de Hpa I1 
y Msp I de ADNs provenientes de cGlulas mamarias hu- 
manas normales y neoplSsicas. 
2,2 ug de ADN de alto peso molecular (>23 Kbp) de cada muestra 
fueron digeridos con 25 excesos de Hpa I1 o Msp I bajo condiciones apro- 
piadas (11.3.2.2.) durante 40 horas. Los fragmentos obtenidos fueron so- 
metidos a electroforesis en gel de agarosa 0,8%, el cual fue teiiido con 
bromuro de etidio y fotografiado bajo luz W. 
Carriles 1 y 4: ADN de tejido normal 
Carriles 2 y 5: ADN de carcinoma 
Carriles 3 y 6: ADN de T47D 
Los carriles 1 a 3 corresponden a digeridos de Hpa 11, y 10s 
carriles 4 a 6, a digeridos de Msp I. 
Carril M: Fragmentos marcadores de tamaiio molecular de 23 -i 9,46 - 6,61 
4,26 - 2,26 y 1,9S Kbp, de arriba hacia abajo respectivamente. 
FIGURA 24: A n s l i s i s  comparativo de 10s densitogramas correspon- 
d i e n t e s  a d ige r idos  de Hpa I1 : Msp I de l a  f i g u r a  23.  
Los negat ivos  de  cada c a s r i l  de l a  f i g u r a  23 fueron ana l izados  
por  dens i tome t r l a  a 590 nm. 
Pane l  A : ADN de  t e j i d o  normal 
Panel  B : ADN de  carcinoma 
Panel  C : ADN de T47D 
Digeridos de  Hpa I1 - - - -  Digeridos de  MspI 
Las unidades de in t ens idad  de absorbancia  son a r b i t r a r i a s .  
La escala s u p e r i o r  corresponde a l a  m i g r a c i h ,  expresada en cm. 
La e s c a l a  i n f e r i o r  i n d i c a  l a  pos ic i6n  de 10s fragmentos marcadores 
d e  tamaiio molecular  empleados en l a  f i g u r a  23 .  
En 10s paneles A, B y C se visualiza un aumento de 
especies moleculares de elevado peso molecular de 10s tra- 
zados correspondientes a Hpa I1 (Ifnea Ilena) en ~elaci6n a 
10s de Msp I (I lnea cortada) . Lo inverso ocurre en 1 a zona 
perteneciente a fragmentos menores de 4 Kbp aproximadamente. 
Como ya se mencionara, las dos endonucleasas recono- 
cen la misma secuencia y sitio de corte, pero Hpa I1 no es 
cahaz de clivar si 6sta se halla metilada en su citosina 
interna, mientras que Msp I no lo hace si la externa est5 
metilada. Como la mayorla de 5mC ocurre en el dinucle6tido 
C-G, se concluye que aqu6l las especies de a1 to peso molecu- 
lar aumentadas en 10s trazados de Hpa I1 ,corresponden a seg- 
mentos conteniendo internamente la secuencia C-5mC-G-G. 
Concomitantemente , las especies de bajo peso molecular, 
incrementadas en 10s trazados de rlsp I, corresponderlan a 
10s mismos segmentos, que han sido clivados por esta enzima 
hasta un tamafio menor ., 
Para determinar si 10s ADNs provenientes de tejido 
mamario normal y tumoral exhiben un patr6n de metilaci6n 
diferente, se compararon las grgficas densitomgtricas de 
sus digeridos con Hpa I1 y Eilsp I, como se indica en la fi- 
gura 25 (paneles A y B respectivamente) . 
FIGURA 25: A n z l i s i s  comparativo de 10s densitogramas correspon- 
d i e n t e s  a d ige r idos  normales, tumorales de l a  l znea  
c e l u l a r  T47D de l a  f i g u r a  23 
Los negat ivos  correspondientes  a cada c a r r i l  de l a  f i g u r a  23  
fueron  ana l izados  por  densi tometrza a 590 nm 
Panel  A: ADNs normal y tumoral d ige r idos  con Hpa I1 
Panel  B: ADNs normal y tumoral d ige r idos  con Msp I 
Panel  C: ADNs tumoral y de T47D d ige r idos  con Hpa I1 
Panel  D: ADNs tumoral y de  T47D d ige r idos  con Msp I 
- - - ADN de  t e j i d o  normal; - ADN de t e j i d o  tumoral;  ; -. -ADN de T47D 
Las unidades de in t ens idad  de  absorbancia  son a r b i t r a r i a s .  
La e s c a l a  s u p e r i o r  corresponde a l a  migraciGn, expresada en cm. 
La e s c a l a  i n f e r i o r  i n d i c a  l a  pos ic i6n  de 10s fragmentos marca- 
do res  d e  tamaiio molecular  empleados en l a  f i g u r a  23.  
Se observa un aumento de l a  i n t e n s i d a d  en l a  regit in 
de a l t o  peso molecu la r ,  acornpaitado de una d i s c r e t a  disminu- 
c i 6 n  en l a  zona de tamafio menor en e l  t r azado  normal de Hpa 
11. Las e s p e c i e s  p r e s e n t e s  en e l  primer rango fueron iden-  
t i f i c a d a s  como a q u 6 l l a s  conteniendo 5mC en s u  s ecuenc i a .  
Por l o  t a n t o  s e  puede i n f e r i r  que s e  h a l l a n  p r e s e n t e s  en 
mayor p roporc i6n  en t e j i d o  normal que en carcinoma. En o t r a s  
pa l  a b r a s  , e l  t e j  i do  normal con tend r l a  ADN h ipe rme t i l  ado en 
r e l a c i 6 n  a1 provenien te  de carcinoma. 
Se i n v e s t i g 6  a  con t inuac i6n  s i  e l  pa t r6n  de m e t i l a -  
c i 6 n  d i f e r e n c i a l  de ADN tumoral s e  encontraba tambi6n en 
l a  l l n e a  c e l u l a r  T47D, der ivada  de un carcinoma mamario hu- 
mano. 
La comparaci6n de 10s  p e r f i l e s  de Hpa I1 de ADN de 
t e j i d o  tumoral y  de l a  l l n e a  T47D i n d i c a r l a n  que 6 s t e  G l t i -  
mo s e  h a l l a  afin m5s hipomet i lado , pues to  que s u  t r a z a d o  
e s  i n f e r i o r  en l a  zona co r r e spond ien t e  a  fragmentos de 
e levado  tamaPo mol ecul  a r .  ( f i g u r a  25. panel C )  . 
IIIB.1.2. Segunda s e r i e  de ensayos 
IIIB.1.2.1. P u r i f i c a c i 6 n  de ADN 
En e s t a  s e r i e  de ensayos s e  emple6 o t r o  pa r  de b iop -  
s i a s  mamarias humanas, tumoral y per i tumora l  de una misma 
p a c i e n t e ,  y  c 6 l u l a s  T 4 7 D ,  p u r i f i c a n d o  s u  ADN a  p a r t i r  de 
nGcleos (11.3.2.2.). 
Nuevamente, s e  v e r i f i c 6  por e l e c t r o f o r e s i s  en ge l  de 
aga rosa ,  que e l  m a t e r i a l  ob ten ido  f u e r a  de e levado peso mo- 
l e c u l a r  ( w 23 h%p) , obteniendo r e s u l  t ados  s a t i s f a c t o r i o s .  
I I IB .1 .2 .2 .  Obtenci6n de pa t rones  de r e s t r i c c i 6 n  - Trans fe renc i a  
a  f i l t r o s  de n i t r o c e l u l o s a  
7 ug de cada muest ra  de ADN fueron  d i g e r i d o s  con 
Hpa I1 o  Msp I ,  como s e  i n d i c 6  en 13  a n t e r i o r  s e r i e  de en-  
s ayos .  Real izando 10s  c o n t r o l e s  mencionados en e l  mismo pun- 
t o ,  s e  asegur6  l a  ausenc ia  de i n h i b i d o r e s  enzim5t icos  y l a  
completa d i g e s t i 6 n  de 10s A D N s .  
Fina l  i z ada  1  a  incubaci611, a1 i c u o t a s  co r r e spond ien t e s  
a  2 ,3  ug de cada ADN d i g e r i d o  fueron  s o p e t i d a s  a  e l e c t r o f o r e s i s  
en  ge l  de agarosa  0 , 8 % ,  d.urante 4 horas  a  80 V.  
Los fragmentos r e s u e l  t o s  fueson t r a n s f e r i d o s  a  f i l  t r o s  
de n i t r o c e l u l  osa  du ran t e  36 ho ra s .  
I I IB .1 .2 .3 .  Obtenci6n de ADN-sonda tumoral 
ADN tumoral hom6logo de a l t o  peso molecular  f u e  mar- 
cado con 3 2 ~  mediante e l  mitodo de c o r t e - t r a d u c c i b n  (11 .3 .9 . )  
0,26 ug s e  incubaron en un volumen f i n a l  de 20 ul  en p resen-  
c i a  de 85 uCi de dGTP - x 3 ' p  (A.E. = 2.500 Ci/mmol) duran-  
t e  45 minutos .  
La r a d i a c t i v i d a d  l i b r e  fue  e l iminada por cromatogra-  
fFa en columna de Sephadex G - 2 5 ,  obten i indose  e l  s i g u i e n t e  
p e r f i l  de e l u c i 6 n :  
F I G W  26: P e r f i l  de e luc i6n  en columna d e  Sephadex G-25 
Fina l i zada  l a  i n c u b a c i b  d e  incorporaci6n de ~ G T P - ~ ~ ~ P  a 
ADN tumoral  t o t a l ,  l a  r a d i a c t i v i d a d  incorporada f u e  separada d e  l a  li- 
b r e  por cromatograf ia  en columna de Sephadex G-25. La e luc i6n  s e  l l e -  
v6 a cab0 con agua b i d e s t i l a d a  e s t g r i l ,  recogi6ndose f r acc iones  de 0,5 m l  
La r a d i a c t i v i d a d  p re sen te  en cada una de e l l a s  f u e  estimada por cuant i -  
f i c a c i 6 n  d e  a l l c u o t a s  cor respondientes  a 1 u l .  
Las f r a c c i o n e s  5 a 9 f ue ron  r e u n i d a s ,  estimiindose 
l a  i n co rpo rac i i j n  en 1 7 % ,  y l a  ac t i v idad .  e s p e c l f i c a  a lcanzada  
8 
en 2 , 3  x 1 0  cpm/ug ADN. 
Detecci6n de pa t rones  de r e s t r i c c i 6 n  t r a n s f e r i d o s  a  
n i t r o c e l u l o s a  por h i b r i d a c i 6 n  con sonda de ADN tumoral 
Los fragmentos de r e s t r i c c i 6 n  ob ten idos  p o i  d i g e s t i 6 n  
de ADfJs normal y tumoral con Eqpa I1 y  ?.Isp I fueron  t r a n s f e -  
r i d o s  a  f i l t r o s  de n i t r o c e l u l o s a  e  h ib r idados  con ADN-sonda 
tumoral . 
La pre incubac i6n  s e  r e a l i z 6  du ran t e  2 h o r a s ,  y  l a  
h i b r i d a c i 6 n  du ran t e  4 0  h o r a s ,  omitiendo l a  p r e s e n c i a  de 
dex t r5n  s u l f a t o  y de ADN normal f r l o .  
Conclulda l a  incubac ihn ,  e l  f i l  t r o  fue  lavado pa ra  
e l  iminar  1  a  r a d i a c t i v i d a d  no unida  especzf icamente  , y expues - 
t o  a  una p l a c a  a u t o r r a d i o g r g f i c a  duran te  1 0  horas  en presen-  
c i a  de pan t a l  l a s  i n t e n s i f i c a d o r a s .  
La f i g u r a  2 7  reproduce l a  imagen ab t en ida .  
I I I B . 1 . 2 . 5 .  Estud io  comparativo de 10s  pa t rones  de r e s t r i c c i 6 n  
La impres i6n a u t o r r a d i o g r g f i c a  de cada d i g e r i d o  h i -  
b r idado  con e l  ADN-sonda tuno ra l  f u e  sometido a  densitome- 
t r z a  a  590 nm. De e s t a  manera s e  r e a l i z 6  e l  e s t u d i o  compa- 
r a t i v o  de 10s  r e s u l t a 8 o s  ob ten idos  en l a  f i g u r a  2 7 .  
En pr imer  termino,  s e  compararon 10s  t r azados  de 
10s d i g e r i d o s  de Hpa I 1  y  blsp I ,  con e l  f i n  de i d e n t i f i c a r  
l a s  e s p e c i e s  moleculares  conteniendo l a  mayor proporci6n de 
s ecuenc i a s  C-SmC-G-G, pa ra  cada muestra empleada ( f i g u r a  
2 8 ) .  
FIGURA 27: Hibr idac i6n  de ADN-sonda tumoral con f r a p e n t o s . d e  
r e s t r i c c i 6 n  de AEN pur i f i cados  de  c g l u l a s  mamarias 
humanas no rna le s  y neop l s s i ca s ,  d ige r idos  con Hpa I1 
I 
0 Msp I. 
1 ,4  ug de  ADN de  a l t o  peso molecular ( > 23 Kbp) de cada muestra 
fueron  d i g e r i d o s  con 25 excesos de  Hpa I1 o Msp I b a j o  condiciones apro- 
p i adas  (11.3.2.2.) durante  40 horas.  Los fragmentos obtenidos fueron re-  
s u e l t o s  por  e l e c t r o f o r e s i ~  en g e l  de agarosa 8%, t r a n s f e r i d o s  a f i l t r o s  
de n i t r o c e l u l o s a  e hibr idados  con ADN-sonda tumoral durante  40 horas .  
Los h f b r i d o s  se de tec t a ron  po r  a u t o r r a d i o g r a f l a  en presenc ia  de  panta- 
llas i n t e n s i f i c a d o r a s  durante  10 horas .  
C a r r i l e s  1 y 4: ADN normal; C a r r i l e s  2 y 5: ADN tumoral;  C a r r i l e s  3 y 6: 
ADN de  T47D. Los c a r r i l e s  1 a 3 corresponden a d ige r idos  con Hpa 11, 
- 
y 10s carriles 4 a 6 ,  a d ige r idos  con Msp I. 
A l a  derecha,  se i n d i c a  l a  pos ic i6n  de 10s marcadores de tamaiio 
molecular  d e  23 - 9,46 - 6,61 - 4,26 - 2,26 y 1,98 Kbp de a r r r i b a  h a c i a  
aba jo ,  respect ivamente.  
FIGURA 28: Angl i s i s  comparativo de 10s densitogramas correspon- 
d i e n t e s  a d ige r idos  de Hpa I1 y Msp I de l a  f i g u r a  27 
Cada c a r r i l  de l a  p l aca  au to r r ad iog rg f i ca  de l a  f i g u r a  27 f u e  
ana l i zado  por  dens i tome t r l a  a 590 nm. 
Panel  A: ADN de t e  j i do  normal 
Panel  B: AD>J de t e j  i d o  tumoral 
Pane l  C: ADN de T47D 
Digeridos de Hpa 11; - - -  - Digeridos de Msp I 
Las unidades de in t ens idad  de absorbancia  son a r b i t r a r i a s .  
La e s c a l a  s u p e r i o r  corresponde a l a  m i g r a c i h ,  expresada en cm. 
La e s c a l a  i n f e r i o r  i n d i c a  l a  pos ic i6n  de  10s fragmentos marca- 
do res  d e  tamaFio molecular  empleados en l a  f i g u r a  27. 
\ 
Como en l a  a n t e r i o r  s e r i e  de ensayos ,  e l  a n s l i s i s  de 
e s t a s  g r i i f i c a s  permi te  e s t a b l e c e r  que l a  i n t e n s i d a d  mayor en 
l a  r e g i 6 n  de a1 t o  peso mo lecu l a r ,  en e l  t r azado  cor respon-  
d i e n t e  a  Hpa I1 ( l i n e a  I l e n a )  con r e s ~ e c t o  a1 de Msp I  (11- 
nea c o r t a d a ) ,  r e p r e s e n t a  l a  p r i n c i p a l  poblaci6n de e s p e c i e s  
que con t i enen  in te rnamente  l a  secuenc ia  C-5mC-G-G. Esto  con- 
cuerda con l a  mayor absorbanc ia  en l a  zona de tamago mole- 
c u l a r  m5s pequefio de 10s  t r azados  de Bfsp I ,  como s e  d e s c r i -  
b i6  en e l  caso a n t e r i o r .  
A s u  vez ,  e l  e s t u d i o  comparativo de 10s  t r a z a d o s  n o r -  
mal y tumoral i n d i c a  que l a  pobl ac i6n  s eca l ada  como r i c a  en 
fragmentos con C-5mC-G-G s e  h a l l a  aumentada en ADN normal 
( f i g u r a  2 9 ,  panel  A) 
Por o t r a  p a r t e ,  l a  comparaci6n de 10s  p e r f i l e s  c o r r e s -  
pondien tes  a  ADN de t e j i d o  carcinomatoso y  de l a  I i n e a  ce -  
l u l a r  T47D ( f i g u r a  2 9 ,  panel  C )  , muestra que Hpa I1 c l i v a  a  
e s t e  Clt imo en fragmentos de menor l ong i tud  que a1 primero.  
El10 s e  deduce de l  co r r imien to  observado en e l  t r a z a d o  de 
T 4 7 D  h a c i a  l a  derecha ,  o  f r e n t e  de c o r r i d a  e l e c t r o f o r 6 t i c a .  
En o t r o s  tg rminos ,  l a  l i n e a  c e l u l a r  posee m5s s i t i o s  C-C-G-G 
cuyas c i t o s i n a s  i n t e r n a s  no s e  ha1 1  an me t i l adas .  
Nuevamente s e  ev idenc i a  que e l  ADN tumoral s e  h a l l a  
h ipomet i l ado  con r e s p e c t o  a1 normal,  mien t ras  que e l  prove-  
n i e n t e  de l a  I  i n e a  T47D s e  h a l l a  aGn m5s hipomet i lado que 
e l  pr imero.  
FIGURA 29: AnSl i s i s  comparative de  10s densitogramas correspon- 
d i e n t e s  a d ige r idos  normales, tumorales y de  l a  11- 
nea c e l u l a r  T47D de  l a  f i g u r a  27 
Cada c a r r i l  de  l a  p l aca  a u t o r r a d i o g s s f i c a  de  l a  f i g u r a  27 fue  
ana l i zado  po r  dens i tome t r l a  a 590 nm. 
Panel  A: ADNs normal y tumoral d ige r idos  con IIpa I1 
Panel  B: ADNs normal y tumoral d ige r idos  con Msp I 
Panel  C: ADNs tumoral y de  T47D d ige r idos  con Hpa I1 
Panel  D: ADNs tumoral y de T47D d ige r idos  con Msp I. 
- - -  ADN de  t e j i d o  normal; -ADN de t e j i d o  tumoral;  - - - - -  ADN de T47D 
Las unidades de in t ens idad  de absorbancia  son a r b i t r a r i a s .  
L a  e s c a l a  s u p e r i o r  corresponde a l a  migraciSn, expresada en cm. 
La e s c a l a  i n f e r i o r  i n d i c a  l a  pos ic i6n  de 10s fragmentos marca- 
dores  de tamaiio molecular  empleados en l a  f i g u r a  27. 
I I I B . 2 .  ESTUDIO SOBRE DIFERENCIAS EN EL SONTENIDO RELATIVO DE 
5mC EN ADNs PROVENIENTES DE CELULAS E.aAIARIAS HW.IANAS 
NORYALES Y I\!EOPLASICAS 
Los ensayos r e a l i z a d o s  pa ra  e s t u d i a r  10s pa t rones  de 
d i s t r i b u c i 6 n  de 5mC en ADNs p u r i f i c a d o s  de c 6 l u l a s  mamarias 
humanas normal e s  y neopl g s i c a s ,  s u g e r i a n  una gradaci6n en 
l a  abundancia de segnentos  conteniendo l a  s ecuenc i a  C-5mC-G-G: 
E l  ADN proven ien t e  de c 6 l u l a s  de t e j i d o  mamario normal p r e -  
s en t aba  un c i e r t o  grado de h i p e r m e t i l a c i 6 n ,  a1 menos en l a  
s ecuenc i a  reconoc ida  ?or  Hpa I 1  o  tlsp I .  E l  ADN de c a r c i n o -  
ma hom6logo s e  e n c o n t r a t a  en una s i t u a c i 6 n  in t e rmed ia ,  mien- 
t r a s  que e l  p u r i f i c a d o  de l a  l l n e a  T47D mostr6 s e r  e l  m5s 
hipomet i l  ado. 
Como l a  metodologza a p l i c a d a  en e l  punto a n t e r i o r  
~ 6 1 0  permi te  d e t e c t a r  cambios producidos en l a  secuenc ia  
C-C-G-G, l o  cual  no r e p r e s e n t a  l a  t o t a l i d a d  de 10s s i t i o s  
C - G  m e t i l a b l e s  en e l  genoma, se decid.i.6 completar  e l  p r e -  
s e n t e  e s t u d i o  ampliando dicho enfoque. 
E s  a s ?  que,  pa ra  apoyar l a  c e r t e z a  de 10s  menciona- 
dos h a l l a z g o s ,  s e  determin6 e l  contenido r e l a t i v o  de 5mC 
mediante  e l  empleo de c romatograf la  I ' iquida Be a l t a  p r e s i6n  
(HPLC) . 
I I I B . 2 . 1 .  Optimizaci6n dei sistema cromatogr5fico 
La separaci6n de componentes de una mezcla por me- 
deio de una tecnologfa tan sensible como lo es HPLC requie- 
re generalmente una optizacidn particular para cada tip0 
de sistema a utilizar. 
La disponibilidad de columnas para estos ensayos fue 
relativamente escasa, contando s6lo con tres tipos diferen- 
tes. Como en la literatura no se han descripto condiciones 
aptas Fara la separaci6n de 10s componenentes de 5cidos nu- 
cleicos en ninguna de las columnas mencionadas, fue necesa- 
rio determinarl o en forma experimental. 
Tras varios ensayos, se decidi6 emplear la columna 
CGC(C18), puesto aue entre otras ventajaas, poseia el me- 
nor dismetro interno, aumentando asf la resoluci6n. 
Para monitorear la apropiada separaci6n de las ba- 
ses de ADN, se utilizaron en primera instancia, soluciones 
de bases marcadoras,C, G, T y A de concentraci6n 40 dl,  
56 ul\1, 7 1  uM y 39 &I. 
En la figura 30 se reproduce la separacidn obtenida 
a1 emplear como solvente fosfato de amonio 0,2 k1 pH 3,s. La 
muestra inyectada consisti6 en 1 0  ul de una mezcla de volG- 
menes igual es de 1 as soluciones mencionadas , monitoreando 
la elucidn por AZBO. 
De acuerdo a ensayos preliminares, se pudo determi- 
nar que el material elufdo hasta 10s 2 minutos post-inyec- 
ci6n de la muestra corresponde a contaminantes del solvente 
o de la columna, y no fue tenido en cuenta. 
FIGURA 30: Cronatograma de soluci6n de bases marcadoras elulda 
con fosfato de amonio 0,2 M pH 3,5 
10 ul de una soluci6n de C, G, T -j A de concentraci6n final 
10 u M -  14 uM - 17,8 uM y 9,8 uM respectivamente, se sembraron en una 
columna CGC(C ). La eluci6n se realiz6 con fosfato de amonio 0,2 M 
pH 3,5. 18presih = 1000 psi. Fluj o = 0,6 mllmin 
Velocidad de papel = 0,5 cmlmin Escala de absorbancia = 100% = 0,2 U. 
Pueden observarse 3 picos principales, eluyendo a 
2 , 4 6 ,  6,41 y 9,54 minutos respectivamente. Por datos publi- 
cados previamente ( 1 5 7 ) ,  se supone que corresponderlan a ci- 
tosina, guanina superpuesta con adenina,~ timina respecti- 
vament e . 
r 
Se ensayaron entonces  condic iones  d i f e r e n t e s ,  p a r a  
- =  
r e s o l v e r  10s  dos compuestos c o - e l u i d o s ,  como s e r  l a  d i smi-  
nuci6n de  l a  f u e r z a  i 6 n i c a  y aumento del  pH, como s e  i l u s -  
t r a  en  l a  f i g u r a  31. 
FIGURA 31: Cromatograma de so luc i6n  de bases  marcadoras e l u l d a  
con f o s f a t o  de amonio 0,l M pH 4 , l  
Las  condiciones fueron i d g n t i c a s  a l a s  de l a  f i g u r a  30, excep- 
tuando l a  concentraci6n y pH d e l  s o l v e n t e  empleado. 
En e s t e  ca so ,  el  t e r c e r  p i c o  parece  corresponder  dos 
compuestos sumados. Probablemente adenina  e s  l a  base  que 
m6s modif ic6  s u  comportamiento ( 1 5 7 ) ,  pasando desde e l  2 "  
a1 3 e r .  p i c 0  de e l u c i 6 n .  
Dada la mala resoluck6n de 10s 4 componentes de la 
I 
mezcla, se decidi6 estudigr el efecto del cambio gradual 
I 
en la fuerza i6nica y pH dej solvente, empleando .un gradien- 
te 100% fosfato de anonio 0,1 M pH 4,1 a 100% fosfato de 
amonio 0,2 M pH 3 , s  (figura,32) 
FIGURA 32: Cromatograma de so luc i6n  de bases  marcadoras e l u l d a  
con f o s f a t o  de  amonio en l e r .  g r ad ien te  de concentra- 
c iSn y pH. 
Las condiciones fueron i d z n t i c a s  a l a s  enumeradas en l a  f i g u r a  30. 
La e l u c i 6 n  se r e a l i z d  con g rad ien te  cuyo punto i n i c i a l  correspondi6 a  
100% f o s f a t o  de  anonio 0,l M pH 4jl y e l  f i n a l  a 100% de f o s f a t o  de amo- 
n i o  0,2 M pH 3,s. 
La curva sei5alads con una f l e c h a  i n d i c a  l a  proporci6n r e l a t i v a  
d e  l a  so luc idn  f i n a l  en l a  i n i c i a l  (0% a 1002) 
Nuevamente se resolvieron s6lo 3 picos, siendo el 
intermedio la suma de dos componentes probablemente, puesto 
que est5 muy extendido. 
Se empleb a continuacibn el mismo gradiente en la 
eluci6n, pero con diferentes proporciones intermedias. Para 
aumentar la deteccibn de adenina, cuyo coeficiente de ex- 
tinci6n a 280 nm es relativamente bajo, se elev6 su concen- 
traci6n relativa en la mezcla sembrada, como puede obser- 
varse en la figura 33. 
FIGURA 33: Cromatograma de so luc i6n  de bases  marcadoras elu'lda 
con f o s f a t o  de amonio en 2" grad ien te  de concentra- 
c ibn  y pH. 
15 u l  de  una so luc ibn  conteniendo c i t o s i n a  13 uM, t imina 24 uM, 
adenina  198 uM y guanina 18 dl fueron r e s u e l t o s  como se indic'o en l a  
figura 32. Los puntos i n i c i a l  y f i n a l  de l a  curva  correspondiente  a1 
g r a d i e n t e  coinciden con 10s de l a  f i g u r a  a n t e r i o r ,  per0 l a  condici6n 
f i n a l  fue alcanzada &s rapidamente. 
Pues to  que afin s e  reso lvzan  3 picos  unicamente, s e  
ensay6 un t e r c e r  g r a d i e n t e  , con i g u a l e s  puntos i n i c i a l  y 
I 
f i n a l  que e n  10s  a n t e r i o r e s ,  pe r0  1 i n e a l  , r e s u l  tando e l  
I 
p e r f i l  i l u s t r a d o  en l a  f i g u r a  34. 
FIGURA 3 4 :  Cromatograma de so luc i6n  de bases  marcadoras eluzda 
con f o s f a t o  de amonio en 3er.  g rad ien te  de concen- 
c i6n  y pH 
Las condiciones fueron i d g n t i c a s  a l a s  dz  l a  f i g u r a  33, emple- 
ando e l  g r a d i e n t e  en forma l i n e a l  (curva seiialada con una f l echa )  
La ob tenc idn  de 3 p icos  nuevamente i n d i c 6  que e s t o s  
g r a d i e n t e s  no e r a n  aprop iados .  
Finalmente ,  s e  ensay6 como s o l v e n t e  f o s f a r o  de amo- 
n i o  0,1 M pH 4 , 5 ,  sembrando una mezcla conteniendo 6 3  uM, 
43  UM, 110 124 y 760 uN de C ,  G ,  T y A respec t ivamente .  
LOS r e s u l t a d o s  ob ten idos  s e  muestran a  con t inuac i6n :  
FIGURA 35: Cromatograma de so luc i6n  de bases  marcadoras e l u l d a  
con f o s f a t o  de amonio 0 , l  M pH 4 $ 5  
20 u l  de una soluci'on conteniendo c i t o s i n a  63 uM, guanina 43 uM, 
t i m i n a  110 uM y adenina 760 uM fueron e lu ldos  con f o s f a t o  de amonio 
0 , l  M pH 4,5, 
Pres ibn  = 1000 p s i  F lu jo  = 0,6  ml/min Velocidad papel  = 0,5  cm/min 
Eseala  de  absorbancia  : 100% = 0 , l  U. 
Bajo estas condiciones, se separaron correctamente 
10s 4 componentes, cuyos tiempos de retenci6n fueron 2,53 - 
6,76 - 9,20 y 13,13 mlnutos. Cromatografiando por separa- 
do cada uno de 10s compuestos de la mezcla en identicas con- 
diciones, se determin6 que correspondlan a C, G, T y A 
respectivamente. 
Se concluy6 por tanto q-ue fosfato de amonio 0,l M 
pH 4 , s  serza en adelante el solvente de eluci6n apropiado. 
Puesto que ]as muestras a analizar correspondian a 
hidrolizados de ADN con 5cido f6rmic0, se estudi6 si dicho 
compuesto contenia impurezas capaces de interferir con la 
interpretaci6n de 10s resultados. Para ello, una alzcuota 
de 5cido f6rmico fue calentada, evaporada y resuspendida en 
el solvente a emplear, imit5ndose las condiciones de 1 as 
posteriores cromatograflas. Como se muestra en la figura 
36, no se detect6 ningtin compuesto contaminante en las con- 
diciones ensayadas. 
Se analizaron entonces 10 u l  de soluci6n de hidroli- 
zado de ADN de salm6n para estudiar el real comportamiento 
de 10s componentes de una muestra tratada con iicido f6rmi- 
co, y determinar el pic0 correspondiente a 5mC. Se observa 
que de esta forma (figura 37) a 10s 4,38 minutos se eluye 
un compuesto, cuya proporci6n corresponderla a la esperada 
para 5mC. 
FIGUF?? 36: Cromatograma correspondiente  a una muestra "blanco" 
de  5c ido  f6rmico. 
100 ul de  Zcido f6rmico 90% fueron ca len tados  a 175OC durante  
1 hora ,  evaporados a sequedad, resuspendidos en 20 u l  de sp lven te  de 
e l u c i c n ,  y cromatografiados en las condiciones sega ladas  en l a  f i g u r a  
35. 
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FIGURA 37: Cromatograma de ADN de salm6n hidrolizado 
ADN de salmijn f i e  hidrolizado con Gcido f6rmico 90%, a 175OC 
durante  1 hora y resuspendido en fos fa to  de amonio 0 , l  M pII 4,5 
(1 mg ADN hidrolizado/ml). 10 u l  d e l  mater ia l  so lubi l izado fueron ana- 
l i zados  en id'enticas condiciones a l a s  enunciadas en l a  f igura  35. 
Efectivamente, allcuotas de una soluci6n de 5mC pura, 
cromatografiadas en las mismas condiciones, mostraron que 
este compuesto presenta un tiempo de retenci6n que oscila 
entre 4,2 y 4,4 minutos. 
Por l o  t a n t o ,  s e  concluy6 que e s t a s  condic iones  e r a n  
6ptimas p a r a  l a  s epa rac i6n  de bases  cor respondien tes  a ADN 
h i d r o l  i zado .  
I I I B . 2 . 2 .  H i d r 6 l i s i s  de l  AD>J 
En e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  s e  emplearon 10s  ADN altamen- 
t e  p u r i f i c a d o s  mencionados en 10s puntos I I I B . l . l .  y  I I IB .1 .2 ,  
p roven ien t e s  de dos pa re s  de b i o p s i a s  mamarias humanas nor -  
males - tumora les ,  como a s l  tambi6n de l a  l l n e a  c e l u l a r  T47D. 
Como s e  i n d i c a r a  greviamente (11.3.14 .) , a1 l c u o t a s  
de cada ADN fueron  h i d r o l i z a d a s  en p r e s e n c i a  de 5cido f 6 r -  
mico 90%,  a  175°C du ran t e  1  ho ra ,  resuspendiendo 10s h i -  
d ro l  i zados  en e l  s o l v e n t e  de e l u c i 6 n  c romatogr5f ica .  
I I IB .2 .3 .  A n 5 l i s i s  de l  con ten ido  r e l a t i v o  de 5mC 
10 - 50 u l  de cada h i d r o l i z a d o  fueron  ana l i zados  por 
HPLC como s e  d e s c r i b i 6  en I I . 3 . 1 5 . ,  de acuerdo a  l a s  condi -  
c iones  ya op t imizadas .  
Para  i d e n t i f i c a r  y  c u a n t i f i c a r  l a  can t idad  de l a s  
ba se s  p r e s e n t e  en cada mues t ra ,  s e  emplearon so luc iones  de 
base s  marcadoras ( f i g u r a s  38 y 39) .  
Las f i g u r a s  40 a  42 i l u s t r a n  p e r f i l e s  t l p i c o s  de 
l a s  d i f e r e n t e s  muest ras  ensayadas ,  como a s ?  tambi6n l a s  
c a l i b r a c i o n e s  ( f i g u r a s  38 y 39 ) ,  pues to  que cada una de 
e l l a s  f u e  ensayada por  l o  menos 3 veces .  
-- 
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FIGURA 38: Ejemplo de ca l ib rac i6n  por i n t eg rac i6n  de  greas  
25 u l  de una so luc i6n  conteniendo T ,  G,  A, C y 5mC en concen- 
t r a c i o n e s  de  19,78 - 9,32 - 92,8 - 32,5 y 5,375 uM respect ivamente,  
fueron  e l u l d o s  con f o s f a t o  de amonio 0 , l  M pH 4,5. 
~ r e s i 6 n  = 900 p s i  F lu jo  = 0,6 ml/min Velocidad d e l  papel  = 0,5 cm/min 
Esca la  de  Absorbancia: 100% = 0,05 U.A280 (RT = Tiempo de r e t e n c i b ) .  
E l  cromat6grafo f u e  ca l ib rado  de acuerdo a l a s  cant idades sembradas 
(Amount) ,expresadas como umoles x 1 0 - ~ , d e  cada base , por i n t eg rac idn  
de  las d reas  comprendidas ba jo  10s picos  de e luc ibn .  
COLIJMN C G C  (C18) 
H E 1  GHT 
12.394 F 
1565 F 
2931 F 
981 F 
1815 HL 
FIGURA 39: Ejemplo de ca l ibracidn por integraci6n de a l t u r a s  
La ca l ibraci6n s e  rea l i zd  como s e  indicd en l a  f igura  38, 
por in tegracidn de l a  a l t u r a  de cada pic0 de eluci6n.  
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FIGURA 4 0 :  Ejemplo de a n g l i s i s  de hidrolizado de ADN prove- 
n i e n t e  de t e j i d o  mamario normal 
35 u l  de ADN normal hidrolizado (0 ,25  mg ADN hidrolizado/ml a- 
prox5madamente)fueron analizados segiin l a s  condiciones expresadas en 
la  f i g u r a  38, y cuantif icados por integraci6n de l a  a l t u r a  de cada pi-  
co de eluci6n.  
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FIGURA 4 1 :  Ejenplo de  a n ' i l i s i s  de  h id ro l i zado  de ADIT provenien- 
t e  de t e j i d o  mamario tumoral 
35 u l  d e  ADN tumoral h id ro l i zado  (0,25 mg ADN hidrol izado/ml a- 
proximadamente) fueron  ana l izados  como s e  in'dic6 en l a  f i g u r a  40. 
FIGURA 42: Ejemplo de a n z l i s i s  de hidroLizado de ADN provenien- 
te  de l a  l h e a  c e l u l a r  T47D 
15 u l  de  h id ro l i zado  de ADN de l a  l l n e a  c e l u l a r  T47D (0,25 rng ADN 
hidro l izado/ml  aproximadamente) fueron ana l izados  de acuerdo a  l o  sefiala- 
do en l a  f i g u r a  40. 
Los v a l o r e s  ob t en idos ,  luego de v a r i a s  d-eterminacio- 
n e s  p a r a  cada mues t ra ,  s e  h a l l a n  resumidos en l a  Tabla VII I .  
FLJENTE % 5mC = 5mC NGmero de 
de ADN 5mC + C l o o  - + Determinaciones 
r e  j i d 0  
normal 
Te j i d o  
tumoral 
TABLA V I I I :  Porcentaje r e l a t i v o  de 5mC en ADNs provenientes 
de cg lu las  mamarias humanas normales y neoplzsicas.  
Alicuotas de ADN purif icado fueron hidrol izadas  en Zcido f6r-  
mico 90%, a 175°C durante 1 hora. Cada hidrol izado fue  evaporado a se- 
quedad con nitr6geno gaseoso y resuspendido en fos fa to  de amonio 0 , I  M 
pH 4,5 (0,25 - 1 mg ADN hidrolizadolml)  . 
10-50 u l  de cada muestra fueron analizados por KPLC. La eluci6n 
se r e a l i z b  con l a  misma soluci6n de resuspensi6ny con un f l u j o  de 
0,6  ml/min, a 900-100 p s i ,  y monitoreada por -4280. Las bases fueron 
i d e n t i f i c a d a s  con respecto a 1  tiempo de retenci6n de bases marcadoras. 
La proporci6n t o t a l  de l a s  bases se calcul6 por integraci6n de l a s  a l -  
t u r a s  o greas  comprendidas bajo 10s picos de eluci6n,  corregido por e l  
coe f ic ien te  de extinci6n en l a  soluci6n de resuspensi6n-eluci6n. 
D.  S . = Desviaci6n: s tandard.  
La comparaci6n. de e s t o s  da to s  i n d i c a  que son c o n s i s -  
t e n t e s  con 10s observados por  a n g l i s i s  de 10s  pa t rones  de 
r e s t r i c c i 6 n :  Los n i v e l e s  de 5mC en ADN de t e j i d o  normal 
( 5 , 0 3 % +  - 0 , 4 5 1  fue ron  mayores que aqu6 l lo s  encontrados  pa-  
r a  ADN tumoral ( 3 , 3 5 % +  - 0 ,28 ) ,  mien t ras  que l a  3Tnea c e l u -  
l a r  mos t re  e l  con ten ido  m6s b a j o  ( 1 , 6 3 %  + 0 ,30 ) .  
- 
Con e s t o s  ensayos s e  complet6 e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  
que s e r 5  d i s c u t i d o  a  con t inuac i6n .  
En primer lugar, se cornentar511 algunos aspectos gene- 
rales sobre la metodol ogfa empl eada. 
Todos 10s ensayos hasta aqui presentados se basan en 
la comparaci6n de datos obtenidos entre ADNs purificados de 
^.Y. 
teiid2s: mamarios humanos normales y tumorales. Es importan- 
te eemarcar entonces, que dicha comparaci6n se realize siem- 
pre, como fuera mencionado para cada caso particular, entre 
ADWs provenientes de biopsias de una misma paciente, some- 
tidos paralelamente a idgnticos procedimientos. De esta ma- 
nera, toda diferencia hallada se debe a caracterlsticas Dro- 
pias del estado normal o transformado de sus c6lulas consti- 
tutivas, y no a variaciones individuales. 
En el presente estudio, se em~learon alternativanente 
dos procedimientos para purificar ADN (11.3 .2 .1 .  y 1 1 . 3 . 2 . 2 . ) .  
El primer0 consisti6 en inclulr durante 10s primeros vasos, 
aqentes altamente caair6picos como son las sales de puani- 
dina, caDaces de inactivar rspidamente cualquier nucleasa 
~resente en la homoaenizaci6n. Ello obedeci6 a la necesidad 
de obtener ARN de 1.0s mismos teiidos, para pos'terior an$li- 
sis de 10s mensaieros biolo~icamente activos.Como se se5ala- 
ra anteriormente, dicha t6cnica fue descripta para este fin 
especlfico (151). Por 10 tanto su utilizaci6n en el aisla- 
miento de ADN requirid de ensayos previos que aseguraran un 
rea&ikiento aceptabl  e ,  de mater ial  con c a r a c t e r l s t i c a s  pro- 
> / 
p i a s l d e  e s t e  Bcido nucleico.  
Esto no fue  necesa r io  cuando s e  a p l i c 6  l a  t6cnica  
a l t e r n a t i v a ,  l a  cual s e  u t i l  i z a  cl5sicamente desde hace 
afios, y ha s i d o  optimizada en nuestro l a b o r a t o r i o .  
De todas maneras, e l  uso de dos procedimientos de 
p u r i f i c a c i d n  , no i n t e r f i e r e  con 10s resul tados  obtenidos.  
En cada s e r i e  de ensayos, s e  compara e l  comportamiento de 
ADNs normal y neopliisico, 10s cuales  fueron obtenidos 
exactamente de l a  misma forma. 
Los dos mgtodos generalmente empleados para l a  d i s o c i a -  
c i6n  de l  ADN cons i s t en  en t ra tamiento  a l c a l i n o  6 exposici6n 
a  a1 t a s  temperaturas en bai a s  concentraciones sa l  i n a s .  Se 
p r e f i r i d  e s t e  Sl t imo,  puesto que l a  desr. . t u r a l  izac i6n  a l c a -  
l i n a  no d i sue lve  10s agrenados y redes que suelen formar 
1 a s  cadenas de ADN (1 4 3 )  . 
Considerando que 1  a  c l  a s i f i c a c i 6 n  del ADN en d i f e r e n t e s  
c a t e g o r l a s ,  segSn e l  t i p o  de secuencias - i n v e r t i d a s ,  r e p e t i -  
t i v a s  y Gnicas- s e  def ine  en forma operacional ,  es necesar io 
e s p e c i f i c a r  l a s  condiciones en l a s  cuales  s e  e s t ab lece  dicha 
cl as i f  i cac i6n .  
Se ha d e s c r i p t o  aue nmerosos  f a c t o r e s  a fec tan  l a s  r e -  
asoc iac iones  moleculares (1 5 ,  143, 144),  ademgs de 1 a  con- 
cen t rac i6n  del ADN y tiempo de incubacibn i n c l u ~ d o s  en 
e j  tdrmino Cot. Por va r i ac i6n  de 10s mismos es  pos ib le  mo- 
dificar l a  velocidad con que ocurren t a l e s  .event&, y por 
t a n t o  el porcenta je  de ADN reasociado a1 va lo r  Cot en cues- 
t l o n .  ( 
El increment0 en l a  concentracibn de ca t iones  monova- 
+ l e n t e s  empl eados, generalmente Na , aumenta 1  a  vel ocidad 
de reasociac ibn .  Como s e  mencionara previamente, t a l  v a r i a -  
c i6n  s e  encuentra tabulada de mod0 que puede c o r r e g i r s e  e l  
va lo r  Cot e s t ab lec ido  a  un ECot, bajo una concentraci6n 
s a l i n a  determinada ( f a c t o r  8 ) .  La presencia  de t a l e s  c a t i o -  
nes  e s  indispensable ,  puesto que a  una concentraci6n menor 
de 0,01 # de ~ a ' ,  l a  reasociac idn  s e  ve francamente i n h i b i -  
da . 
En carnbio, han s ido  evi tados 10s ca t iones  d iva lentes  , 
que pueden induc i r  degradaci6n c a t a l l t i c a ,  a c t i v a r  t r a z a s  
de nucleasas  p resen tes ,  o a f e c t a r  l a  velocidad de reacciBn 
(143). 
Por o t r a  p a r t e ,  l a  presencia  de agentes quelantes  como 
e l  EDTA en concentraciones mayores de 2 mJl inhiben l a  a f i n i -  
dad de l a  HAP por ADN b ica tena r io .  
La temperatura bptima de reasociac i6n  s e  encuentra a  
25°C-30°C por debajo de l a  temperatura de fus i6n  media (Tm) 
c a r a c t e r f s t i c a  de cada ADN. Se def ine  como "criteria" a l a  
d i f e r e n c i a  e n t r e  l a  temveratura de incubaci6n y l a  Tm, a  
determinada fuerza  i 6 n i c a y  ba jo  l a s  cuales  s e  r e a l i z a  l a  
r easoc iac i6ny  ya que con t ro la  l a  ca l idad  de 10s Hlbridos 
obtenidos.  La temperatura e legida  fue de 60°C, seleccionan-  
do as4 aqu6lJos h lb r idos  c a s i  p e r f e c t o s ,  e s t a b l e s  a1 c a l o r  
(aunque en menor grado que e l  ADN n a t i v o ) .  Dada l a  e x i s t e n -  
c i a  de f a m i l i a s  de secuencias r e v e t i t i v a s  cuyos miembros son 
parecidos per0 no id6nt icos  e n t r e  s i  ( 2 3 ,  1 4 4 )  , s e  i n t e n t 6  
e v i t a r  l a  formaci6n de hzbridos imperfectos . 
E l  c r i t e r i o  u t i l i z a d o  para l a  reasociaci6n coinc id i6  
con e l  apl icado para l a  se lecc i6n  cromatogr6fica de 10s h i -  
b r idos  formados. L a  var iac i6n  en l a  temperatura durante l a  
cromatopraf ia  en HAP, puede promover l a  formaci6n de 5 i b r i -  
dos no deseados, o  b ien  l a  desnatura l izac i6n  de 10s ya 
reasociados.  De e s t a  manera s e  s i m p l i f i c a  l a  i n t e r p r e t a c i 6 n  
y otorga  reproducib i l idad  en e l  m6todoj. 
La cromatografia en HAP ha s i d o  escogida e n t r e  o t ros  
procedimientos,  dada su  hab i l idad  y rapidez para recuperar  
t a n t o  l a  f r acc i6n  reasociada como tambi6n l a  de ADN simple 
cadena ( 1 4 3 ) .  Las condiciones s a l i n a s  y t6rmicas durante e l  
fraccionamiento en e s t a s  columnas, fueron cuidadosamente 
mantenidas, puesto que var iac iones  en alguno de e s t o s  parii- 
metros pueden a l t e r a r  l a s  propiedades dc  re tenci6n .  
Se ha d e s c r i p t o  que l a  uni6n i r r e v e r s i b l e  y / o  inespecl -  
fSca y capaciadad mgxima suelen  v a r i a r  e n t r e  d i f e r e n t e s  l o -  
tps . i $ t $ ; ~ .  Por l o  t a n t o ,  s e  r e a l i z 6  un cont ro l  de l a  croma- 
- i .  
tdgx&$a w .~  . pa jo  condiciones experimental es  a  empl e a r  ( f r a g -  
mentos de 2 Kbp, siembra en HAP equ i l ib rada  con PB 0,12 M ,  
e luc i6n  con PB 0 , 4  M ,  60°C, 200 ug ADN/ml HAP), v e r i f i c a n -  
do que s e  t r aba jaba  en condiciones adecuadas. 
Cnando l a  xeasociaci6n fue seguida lnmediatamente por 
d i g e s t i 6 n  con nucleasa S , ,  s e  e v i t 6  en l a  reacci6n l a  pre-  
s e n c i a  de iones f o s f a t o ,  que inhiben a  l a  enzima, reempla- 
zando e l  PB por NaCI. Asimismo, cuando l a s  d i ~ e s t i o n e s  s e  
r e a l i z a r o n  sobre ADN-sonda r a d i a c t i v o ,  s e  ensay6 previamente 
l a  cant idad  de ADN de salm6n requerida para  pro teger  de l a  
h i d r 6 f i s i s  a  10s segmentos doble cadena marcados (cuando 
l a  enzima s e  h a l l a  en exceso, e s  capaz de d i g e r i r l o s ) .  
E l  primer0 de e s t o s  ensayos s e  r e a l i z 6  a  4 S ° C ,  temperatura 
recomendada para disminuir  l a  ac t iv idad  de pos ib les  nuclea-  
s a s  inespecZficas  presentes .  En e s t a s  condiciones,  s e  obser-  
v8 l a  d i g e s t i 6 n  de un 7 0 %  de ADN marcado. A dicha temperatu- 
r a ,  algunos puentes de hidrdgeno podrlan d i s o c i a r s e ,  v p o r  
t a n t o  se r5a  posibl  e  encont rar  peque5as porciones desnatura-  
l i z a d a s  a c c e s i b l e s  a  l a  nucleasa.  Para preveni r  e s t e  e f e c t o ,  
l a s  s i g u i e n t e s  d i ~ e s t i o n e s  s e  r e a l i z a r o n  a  3 7 " C ,  y en presen-  
c i a  de ADN de saIm6n dobleca tenar io ,  como ~ r o t e c t o r  de l a  
sonda.. La h i d r 6 l i s i s  en e s t a s  condiciones de aproximadamen- 
t e  un 55% de l a  s ~ n d a  no pudo s e r  d i k i n u l d a  (Tabla V I I ) .  
Sin  embargo, fue  considerado aceptable ,  puesto que es  Idg i -  
co suponer que c i e r t a s  regiones permanecieran como simple 
cadena. qdemGs,;debe r e c ~ r d a r s e  que dicho ADN es taba  segu- 
ramente contaminado con rad iac t iv idad  no incorporada, como 
s e  deduce del anGIis i s  de l a  f i ~ u r a  1 2  ( p e r f i l  de cpm t o t a -  
l e s  s u p e r i o r  a1 de cpm TCA p r e c i p i t a b l e ;  primer pic0 de 
e luc ibn  no b ien  def in ido)  . 
E l  tamafio de 10s fragmentos de ADN a reasoc ia r  tambi6n 
es importante para e l  an i i l i s i s  de l a s  f racciones obtenidas.  
Las secuencias i n v e r t i d a s  son generalmente muy cor t a s  - 4 0 0  
bp- encontrsndose frecuentemente i n t e r c :  adas con o t r a s  s e -  
cuencias  del genoma. Durante l a  reasociac idn ,  s e  forman 
redes  mantenidas por d i f e r e n t e s  secuencias h ibr idadas .  S i  
10s fragmentos fueran muy l a r g o s ,  algunas porciones no s e -  
r i a n  es ter icamente  a c c e s i b l e s ,  y por t ra tamiento  con S1 po- 
drlan perde r se  secuencias  deseadas. S i  10s fragmentos fue-  
ran rnuy pequefios, l a s  secuencias s e r l a n  f r ac tu radas  y l u e -  
go de l a  h i b r i d a c i b n ,  no denotar lan s u  f recuencia  n a t u r a l .  
Por ejemplo, Scfimid' y col . encontraron (15 )  que l a s  secuen- 
c i a s  i n v e r t i d a s  cons t i tuyen un 15% del genoma cuando s e  
ensayan fragmentos de 4 . 4  Kbp, y e l  4 0 %  s i  l o  hacen con f r a g -  
mentos de 2 2  Kbp s i n  p o s t e r i o r  d iges t idn  con S 1 .  
Se e l i g i 6  por t a n t o  un tamago de 2 Kbp, aumentando a s i  
l a  probabi l idad  de obtener  secuencias i n v e r t i d a s  i n t a c t a s  
y disponib les  para s e r  reasociadas ,  adem5s de fragmentos 
l i b r e s  de e l l  a s .  
Un razonamiento s i m i l a r  puede a p l i c a r s e  a  l a s  secuen- 
c i a s  r e p e t i t i v a s  . 
En e l  caso de ADN de met5s tas is  en e p i p l h ,  s e  f r a c -  
cion6 en 6 Kbp, puesto que no fue  pos ib le  fragmentarlo has-  
t a  segmentos m5s pequefios. E l  motivo de e l l o  fue probable- 
mente e l  hecho que l a  muestra c o n s i s t i 6  en una cant idad de 
m5s de un orden mayor que l a s  dem5.s. Concomitantemente, e l  
volumen necesar io  para  a lcanzar  l a  concentraci6n 6ptima 
pa ra  e l  c o r t e  por pasa j  e  por aguja hipodGrmica, fue mucho 
mayor, requi r iendo e l  uso de je r ingas  de un c a l i b r e  d i f e -  
r e n t e  a  l a s  a n t e r i o r e s .  Una leve var iac i6n  en l a  presi6n 
egectuada, pudo provocar e l  rendimiento Le fragmentos m5s 
l a r g s s  que e l  tamafio h a b i t u a l .  Sin embargo, una l ongitud 
de 6 Kbp fue  estimada ap ta  a  f i n e s  de una p o s t e r i o r  reaso-  
c i ac i6n  en f a s e  12quida. 
E l  empleo de A3N heter6logo en e l  caso antedicho,  obe- 
decid a  l a  necesidad de obtener  gran cant idad de ADN reaso-  
c iado a  Cot = 100, para poder se lecc ionar  posteriormente 
fragmentos de 300 bp por e l e c t r o f o r e s i s  p repara t iva .  La e -  
norme masa ( super io r  a  200 gramos! de dicha metgs tas i s ,  d i s -  
ponible  en nues t ro  l a b o r a t o r i o ,  f a c i l i t 6  l a  ex t racc i6n  de 
v a r i o s  mg ADN a  p a r t i r  de una f racc i6n  de e s t a  b iops ia .  
La intencibn-  en e s t a  s e r i e  de ensayos ( I I IA .2 .2 . ) ,  fue  de 
p u r i f i c a r  secuencias  del  t i p 0  Alu, desc r ip tas  anter iormente , 
para  i u  u t i l i z a c i b n  como sonda. Esta  f ami l i a  de nucle6t idos  
aparece como,una banda mayor i ta r ia  de 300 bp e n t r e  10s seg-  
nentos  reasociados a  Cot 68(23, 24). Efectivamente, e l  an5- 
l is is  e l e c t r o f o r 9 t i c o  de 10s hfbr idos  obtenidos a  e s t e  va lo r  
aproximadamente, mostr6,una banda mayor i ta r ia  correspondien- 
t e  a  300 bp. Asimismo s e  evidenci6 o t r a ,  correspondiente a -  
4000 bp, no d e s c r i p t a  anteriormente -debido probablemente 
a1 tamafio relat ivamente grande de 10s fragmentos a  r easoc ia r  
empieados, y a l  v a l o r  Cot = 100, 1  igeramente mayor-. 
A pesa r  de l a s  evidencias  indicando que l a  banda de 
300 bp h a l l a d a  en IIIA.2.2.  corresponde a  10s segmentos 
t i p o  Alu, s u  r ea l  i d e n t i f i c a c i 6 n  requiere  ensayos de d iges-  
t i b n  con l a  endonucleasa Alu I :  Por de f in ic i6n  operac ional ,  
l a  f a m i l i a  Alu corresponde a  aquel los  segmentos r easoc ia -  
dos a  Cot  = 6 8 ,  de 300 bp, que poseen en e l  cent ro  de su  
secuencia  aproximadamente, un s i t i o  de r e s t r i c c i 6 n  para l a  
endonucleasa Alh I. Por l o  t a n t o ,  10s segmentos de 300 b p  
pur i f i cados  en e s t e  e s tud io  son putativamente secuencias 
de t i p o  Alu, per0 a1 no contar  con dicha enzima y v e r i f i -  
ca r  l a  e x i s t e n c i a  de un s i t i o  c e n t r a l  para su restricci611, 
no s e  puede aseverar  su iden t idad .  
Por o t r a  p a r t e ,  dada l a  a l t a  proporci6n 'en que s e  en- 
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c&k~&i'on 10s  fragmmtos de 4 Kbp, s e  cccsiderd in te resan-  
te sa. i n c l u s i d n  como sonda en ensayos de hibr idaci i in .  
E l  m6todo de c o r t e  mec5nico por pasa je  forzado a  t r a -  
vgsrde agujas  hipodgrmicas, fue  seleccionado e n t r e  o t r o s  por 
s u  s e n c i l l e z ,  reproducib i l idad  y mznima dispersii in del tama- 
fio de fragmentos obtenido. 
Tanto l a  sonicaci6n como e l  pasa je  por prensa de a l t a  
p res idn  (French p ress )  de ADM fueron ensayados previamente. 
Sin embargo, produjeron segmentos cuyos tamafios osc i l a ron  
e n t r e  pocos bp , h a s t a  va r ios  mi les ,  y fueron por t an to  
desechados . 
E l  c o r t e  mecgnico con homogenizador Omni-Mixer f r a c c i o -  
n6 parcialmente e l  ADN, h a s t a  fragmentos demasiado la rgos  
para  s e r  reasac iados ,  per0 permit i6  disminuir  notablemente 
l a  viscocidad de l a s  muestras,  f a c i l  i tando e l  p o s t e r i o r  
pasa j  e  por agui a  hipod6rmica. 
La marcacidn del ADN "in v i t r o "  s e  r e a l i z 6  mediante 
e l  n6todoc; de "corte- t raducci i in? ( 5 4 8 ) ,  que permite incor-  
32  porar  un nucle6t ido  t r i f o s f a t o  -d P con elevada ac t iv idad  
e s p e c i f i c a .  La uniformidad de l a  marcaci6n depende del csn- 
ten ido  de dicho nucle6t ido  en e l  ADN, y l a  f i d e l i d a d  de l a  
s l n t e s i s  e s  mantenida ba jo  condiciones experimentales con- 
t r o l a d a s ,  ya que l a  cadena complementaria a  l a  que e s t %  
r e - s i n t e t i z a d a  es  u t i l i z a d a  como temp1 ado. La v a r i a b i l  idad 
del punto de m5xima incorporaci6n y l a  forma de l a s  curvas 
de c i n $ t i c a , - e s t 5 n  regidas  por l a  proporci6n r e l a f i v a  de 
a c t i v i d a d  de l a s  enzimas ADNasa I y ADN-polimerasa I ,  l a s  
cual e s  pueden. i n c a c t i v a r s e  con d i s t i n t a  vel ocidad. 
En 10s primeros casos ,  fue  estudiada l a  c i n g t i c a  de 
incorporaci6n. Sin embargo, en 10s filtimos ensayos, l a  i n -  
cubacidn s e  prolong6 45-60 minutos s i n  a n g l i s i s  de c inGt ica ,  
puesto que e s t o s  tiempos correspondian a~roximadamente a  
10s puntos de mayor incorporaci6n,  teniendo en cuenta 10s 
r e su l  tados  a n t e r i o r e s .  
Debe e n f a t i z a r s e  que en l a  conducci6n de e s t a s  expe- 
r i e n c i a s  e x i s t e  un f a c t o r  l i m i t a n t e ,  que es l a  c o r t a  vida 
media del 3 2 ~ ,  de 14,3 d i a s .  
Con respecto  a  l a  siembra puntual de ADN, s e  deb6 ha- 
c e r  n o t a r  que en l o s  primeros casos s e  r e a l i z 6  con dos 
d i f e r e n t e s  cant idades ,  mientras que en el  de secuencias 
r e p e t i t i v a s  s 6 l o  s e  obtuvieron 10s h lb r idos  correspondien- 
t e s  a una s o l a  siembra, debido a  d i f i c u l  tades experimenta- 
les ( f i g u r a  6 ) .  El10 no inva l ida  l a s  observaciones r ea l  i z a -  
das,  puesto que e l  prop6s i to  del an51 i s i s  doble de cada 
f racc i6n  obedeci6 a1 desconocimiento de l a  s e n s i b i l i d a d  del 
mgtodo, y afortunadamente, e l  caso mencionado fue compren- 
dido dent ro  de 1 imi tes  aceptabl es . 
En r e l a c i 6 n  a1 procedimiento de t r a n s f e r e n c i a  de f r a g -  
mentos de  r e s t r i c c i 6 n  a  f i l t r s o  de n i t r o c e l u l o s a ,  s e  con t ro -  
16 en  cada  caso  s u  e f i c i e n c i a  por  t i n c i 6 n  del gel una vez 
f i n a l  i z a d a  . 
Se c o n s t a t 6  l a  a l t a  e f i c i e n c i a  de l a  t r a n s f e r e n c i a ,  
po r  l a  muy e s c a s a  can t idad  de ADN remanente, l oca l i zado  pr6-  
ximo a1 o r i g e n .  E l 1 0  s e  debe a  que 10s fragmentos de mayor 
l o n g i t u d  son  t r a n s f e r i d o s  con menor e f i c i e n c i a  (155) ,  mien- 
t r a s  que 10s m 5 s  pequefios 10 hacen m5s r5p ido .  Por o t r a  p a r -  
t e ,  l a  masa de grandes fragmentos e s  mayor, y f i j a n  m5s 
c o l o r a n t e . .  Es t e  e f e c t o  no pudo s e r  el iminado por  aumento 
del  tiempo de t r a n s f e r e n c i a  ( 1 8  hs )  empleado por  pr imera  
vez ( I I I A .  2 . 1  .) . En aque l lo s  ensayos ( I I IA.  2 . 2 .  y  IIIB. 1 . 2  .) 
ensayos en 10s c u a l e s  s e  r e a l i z 6  duran te  36 horas  como mi- 
nimo, s e  observaron r e s u l t a d o s  s i m i l a r e s .  Es t a  pequeiia r e -  
t e n c i 6 n  en e l  ge l  f u e  desprec iada  de todas  maneras, puesto  
que fue e s t a d l s t i c a m e n t e  i gua l  pa ra  ] a s  muestras normales 
y n e o p l 5 s i c a s ,  no i n t e r f i r i e n d o  s u  p o s t e r i o r  comparaci6n . 
E l  dex t r i i n - su l f a to  es  un h iperpol lmero ,  que favorece  
l a  formaci6n de r edes  e n t r e  l o s  fragmentos de A D N ,  reduc ien-  
do p o r  t a n t o  10s  tiempos de incubaci6n requer idos  en h i b r i -  
dac iones  molecu la res  (1 5 5 ) -  Por t a l  motivo fue  incu ido  en 
10s pr imeros  ensayos ( I IA .1 . ,  I IA .2 .1 . ) .  S in  '! em argo ' '',-ria 
haber  c o n t r i b u l d o  a1 e f e c t o  de fondo observado en e l  primer 
anii3isis de pa t rones  de r e s t r i c c i c n .  Posiblemente ,  fragmen- 
t o s  en  e l  f i l t r o  a f i n e s ,  h i b r i d a r o n  parc ia lmente  con secuen-  
c i a s  dek ADN normal no r a d i a c t i v o  i n c l u f d o  en l a  incubaci6n.  
A su  vez ,  e s t o s  pudieron a r r a s t r a r  consigo r a d i a c t i v i d a d  
p roven ien t e  de l a  sonda,  por  I a formaci6n de 1 a s  redes  men- 
c iunadas .  
Es a s 2  que p a r a  e v i t a r  e l  enmascaramiento de h i b r i d a -  
c i o n e s  p r o p i a s  de ADN tumora l ,  y dadas l a s  mayores a c t i v i -  
dades e s p e c f f i c a s  de l a s  sondas ob t en idas  reduciendo e l  t iem- 
PO. - requer ido ,  e l  dex t rgn-su l  f a t o  f u e  omit ido en 1  os s i g u i e n -  
t e s  ensayos ( I I IA.2 .2 .  y I I IB .1 .2 . )  
E s  n e c e s a r i o  t e n e r  en cons ide rac i6n  que l a  nomenclatu- 
r a  empleada en e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  corresponde a d e f i n i c i o -  
ne s  ope rac iona l e s  p a r t i c u l a r e s ,  que pueden no r e s u l t a r  exac- 
tamente  equ ipa rab l e s  a  l a s  u t i l i z a d a s  en I a l i t e r a t u r a .  
La l lamada " r ea soc i ac i6n  a  tiempo O w ,  corresponde a 
l a  suma de t r e s  fencmenos (143) : 
a )  Una f r a c c i 6 n  menor de ADN que poseen l a  mayoria de espe-  
c i e s  mo lecu l a r e s ,  capaces de u n i r s e  a  HAP como doble  cadena,  
aunque el v a l o r  Cot s e a  t a n  pequefio que no permi ta  s u  r e a -  
s o c i a c i 6 n .  Se  supone que e s t o  o c u r r e  por l a  e x i s t e n c i a  de 
r eg iones  con c o n s i d e r a b l e  e s t r u c t u r a  s ecunda r i a  d e n t r o  de 
una misma cadena ("f 01 dback") . 
b)  A ba jos  Cot e s  p o s i b l e  l a  r e a l  formacidn de seg-  
mentos reasociados afin e n t r e  secuencias Gnicas, p a r t i c u l a r -  
mente cnando son l a rgos  
c)  Uni6n i n e s p e c i f i c a  de ADN a  HAP. 
Por t a n t o ,  l a s  secuencias inve r t idas  propiamente dichas 
corresponderian a  aqugl las  reasociadas a  Cot = 4 x de 
l a s  cua les  s e  elimin6 totalmente l a  f r acc i6n  de "reasocia-  
c idn  a tiempo 0" . 
S e  determin6 experimentalmente que u t i l i z a n d o  ADN- 3ZP 
reasociado a  va lo r  Cot extremadamente ba jo ,  no s e  retenzan 
en HAP cant idades ap rec iab les  de ADN b ica tena r io .  Sin em- 
bargo, l a  c o r r e c t a  evaluaci6n de l a  f r acc idn  reasociada a 
tiempo 0 r equ ie re  con t ro les  m5s complejos ( 1 4 3 ) .  Es as?  que 
en n u e s t r a s  manos, l a s  secuencias inve r t idas  corresponden 
a  aqu6 l l a s  reasociadas a  Cot = 4 x par t iendo de seg-  
mentos de 2 Kbp.. Pueden incluZr adem5s especies  no con- 
templadas generalmente ( ressociac i6n  a  tiempo 0) , resul  t a n -  
do en un rendimiento m5s elevado. 
Asimismo, l a s  secuencias r e p e t i t i v a s  empleadas en 
I I IA. l . , , cor responden en r e a l i d a d  a  l a s  reasociadas a  
ECot = 70 menos l a s  secuencias i n v e r t i d a s .  E l lo  obedeci6 a  
l a  necesidad de e l iminar  l a  pos ib le  superposici6n de e fec -  
t o s  en 10s r e su l  tados obtenidos.  En o t r a s  pal abras , 1 as di-  
f e r e n c i a s  c u a n t i t a t i v a s  e n t r e  ADN normal y tumoral ha l ladas  
con secuencias " r e p e t i t  ivas" son cornparables a aquel I  as con 
secuencias  i n v e r t i d a s ,  per0 s e  puede aseverar  de e s t a  mane- 
r a  que no s e  debe a  que l a s  primeras incluyan a  l a s  GI t imas.  
De todos modos, en 10s casos en que l a s  d i f e r e n t e s  s e -  
cuencias  obtenidas de ADNs normales y neop l5s icos~fueron  
cornparadas e n t r e  s f ,  l a  adici6n o  sus t racc i6n  de especies  
en r e l a c i 6 n  q l a s  desc r ip tas  en l a  l i t e r a t u r a ,  f u e  e s t a d i s -  
t icamente igual  para ambas mues t r a s  . 
L a  t 6cn ica  empleada para l a  h i d r 6 l i s i s  de ADN has ta  
sus bases c o n s t i t u t i v a s  (11.3.1.4.)  fue optimizado para l a  
obtenci6n del mayor rendimiento de p i r imidinas  (156). Sin 
embargo, no s e  puede d e s c a r t a r  una m5nima desaminaci6n de 
l a s  c i t o s i n a s  ba jo  e s t a s  condiciones.  E l  l o  no inva l ida  su 
ap l i cac i6n  para  e l  a n 5 l i s i s  del porcenta je  r e l a t i v o  de 5 m C ,  
puesto que, nuevamente, para  l a  comparaci6n de 10s va lores  
ha l lados  en ADN normales y neopl%sicos ,  e l  rendimiento de 
cada base en p a r t i c u l a r ,  es  e l  mismo en todas 1  as muestras 
por haber  s i d o  h id ro l i zadas  en idgn t i cas  condiciones.  
En e l  presente  e s t u d i o ,  s e  i n v a i g 6  l a  e x i s t e n c i a  de 
d i f e r e n c i a s  a  n ive l  gen6mico e n t r e  c6lul  as  neopl gs icas  
humanas, en r e l a c i 6 n  a  s u  con t rapa r t e  normal, tomando como 
modelo e l  carcinoma m a m a r i ~ ,  
Como s e  puntual i z 6  previamente, 1  as evidencias  ac tua l  es 
indican  que l a s  a1 te rac iones  causantes del comportamiento 
an6malo e n  c 6 l u l a s  t r an s fo rmadas ,  comprometen s u  vrograma 
p r e e s t a b l e c i d o  pengt icamente .  Los cambios f e n o t i p i c o s  obse r -  
vados e n  el est .ado t rans formado ,  son e l  r e f l e j o  de l a  a c t i -  
v i d a d  g6n i ca  a l t e r a d a .  Pues to  que e s t e  fendmeno puede ocu-  
rrir p o r  mutaci6n de l  gen,  o  p o r  modi f i cac i6n  de s u  p a t r 6 n  
de r egu l ac iGn ,  l a  bGsqueda s e  o r i e n t 6  en forma p r e l i m i n a r  
a1 a n 5 l i s i s  de d i f e r e n c i a s  c u a n t i t a t i v a s  e n t r e  ADNs t o t a l e s ,  y 
s e c u e n c i a s  i n v e r t i d a s  o  s ecuenc i a s  r e p e t i t i v a s ,  de p o s i b l e  
f unc i6n  r e g u l a t o r i a  ( I I I A .  1 .  ) 
Los r e s u l t a d o s  ob t en idos  a1 r e s p e c t o ,  i n d i c a r o n  que 
l a  e x i s t e n c i a  de d i c h a s  d i f e r e n c i a s  s61o puede e v i d e n c i a r -  
s e  cuando ADNs de  s ecuenc i a s  i n v e r t i d a s  y r e p e t i t i v a s  s e  en-  
f r e n t a n  a  e s t e  t i p o  de sondas .  
E s t e  fen6meno responde seguramente a1 hecho que en e s t a  
s i t u a c i 6 n  s e  ha1 1  an  enr iquecig-as  l a s  famil  i a s  r esponsab l  e s  
d e l  fen6men0, m i e n t r a s  que son enmascarazas cuando s e  e s t u -  
d i a  e l  Renoma complete. 
Tambign s e  i n t e n t 6  e l  a n s l i s i s  de l a s  s e c u e n c i a s  Gnicas ,  
que r e a s o c i a n  a  v a l o r e s  Cot mayores de 1000, pe r0  como pue- 
de o b s e r v a r s e  en l a  f i g u r a  5 ,  con cada suce s ivo  paso de rea -  
soc i ac iGn ,  e l  ADN-sonda i nco rpo ra  menor r a d i a c t i v i d a d .  De 
t a l  manera, l a  sonda r e su l  t d  con una a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  
muy b a j a ,  no pucliendo s e r  d e t e c t a d a .  
S i  b i e n  e s  poco p r o b a b l e ,  no s e  puede d e s c a r t a r  que l a s  
d i f e r e n c i a s  en e l  p r imer  e s t u d i o  s e  deb i e r an  a1 d i f e r e n t e  
t r a t a m i e n t o  que r e c i b i 6  l a  muestra tumora l ,  l a  cual  fue  s o -  
met ida  a  dos r ea soc i ac iones  suces ivas  p a r a  ob t ene r  l o s  dos 
t i p o s  de s ecuenc i a s  n e c e s a r i a s .  
E x i s t e n  da to s  en l a  l i t e r a t u r a  r e l ac ionados  de a lguna 
manera con e s t o s  h a l l a z g o s .  A1 menos dos oncogenes d i f i e r e n  
de s u s  hom6logos normales con r e s p e c t o  a  secuenc ias  r e p e t i  
t i v a s :  R. Gallo  y col  . ( 1 5 8 )  r e p o r t a r o n  que e l  gen c e l u l a r  
c - s i s  c o n t i e n e  i n t r o n e s  con secuenc ias  Alu,  ausen t e s  en e l  
gen v i r a l  v - s i s .  Por o t r a  p a r t e ,  e l  oncogen c e l u l  a r  mos, - pa- 
r e c e  habe r  adqu i r ido  du ran t e  su  a c t i v a c i 6 n ,  secuenc ias  i n -  
v e r t i d a s  en s u  extremo 5' ( 1 3 4 ) .  
E s t a s  e v i d e n c i a s  a l e n t a r o n  e l  e s t u d i o  del  comportamien- 
t o  h i b r i d a b l e  de 10s  ADN-sonda tumorales con pa t rones  de r e s -  
t r i c c i 6 n  en l u g a r  de s iembras  p u n t u a l e s ,  con e l  o b j e t o  de 
ob t ene r  mayor informaci6n ace rca  de l a s  d i f e r e n c i a s  encon- 
t r a d a s  ( I I IA .  2 .) 
La pr imera  s e r i e  de ensayos r e a l i z a d o s ,  mostr6 un com- 
por tamien to  d i f e r e n c i a l  e n t r e  10s  ADN normales y n e o p l a s l c o s ,  
afin f r e n t e  a  ADN-sonda t o t a l .  Por 10  t a n t o ,  s e  ensay6 nueva- 
mente e l  p roced imien to ,  aumentando e l  nGmero de enzimas de 
r e s t r i c c i 6 n  empleado. Asimismo, para  a c o t a r  e l  nfimero y t i -  
po de e s p e c i e s  en e l  ADN-sonda, s e  inc luyeron  como t a l e s  
s ecuenc i a s  r e p e t i t i t i v a s  de 300 y 4000 bp. Con e l  f i n  de ob- 
t e n e r  solamente 10s fragmentos producidos por c o r t e  enzim5- 
t i c o ,  e l  ADN a  d i g e r i r  no f u e  previamente f racc ionado  en 
forma mecsnica ,  l o  cual  con t r ibuy6  a  l a  obtenci6n de p a t r o -  
ne s  d i f e r e n t e s  e n t r e  1'7. primera  y  segunda s e r i e  de ensayos 
a1 emplear l a  misma enzlma (Eco R I  o  Hae 111) .  Por incon-  
v e n i e n t e s  exper imental  es  , 1  a  de t ecc i6n  de h l b r i d o s  formados 
con a lgunos  de 10s d i ~ e r i d o s  no fue  adecuada,  omitigndose 
s u  i n c l u s i 6 n  en  l a s  f i g u r a s  1 9 ,  20 y 2 1 .  No o b s t a n t e ,  u t i l i -  
zando e s t a  metodologla ,  f u e  pos ib l  e  v i s u a l  i z a r  1  a  p r e senc i a  
de d i f e r e n c i a s  c u a l i  y /o  c u a n t i t a t i v a s  e n t r e  ] a s  muest ras  
p roven ien t e s  de t e j i d o  normal o  de carcinoma mamario. 
Las t 6 c n i c a s  h a s t a  aqul  d e s a r r o l l  adas ,  han permi t ido  
de t e rmina r  l a  e x i s t e n c i a  de d i f e r e n c i a s  gen6micas en c g l u -  
1  a s  tumoral e s  con r e s p e c t o  a  s u  c o n t r a p a r t e  normal . 
S i n  embargo, e l  a i s l a m i e n t o  y  c a r a c t e r i z a c i 6 n  de l a s  
po rc iones  de l  genoma responsab les  del  fen6meno de t r a n s f o r -  
maci6n c e l u l a r ,  r e q u i e r e  l a  a p l i c a c i 6 n  de ensayos de t r a n s -  
f ecc idn  con ADN exdgeno, y  1  a  p o s i b i l  i dad  de c l  onar  segmen- 
i f i c o s ,  mediante e l  empleo de s s t r a t e g i a s  de i n -  
g e n i e r f a  g e q g t i c a .  De e s t a  forma, du ran t e  10s  Gltimos afios, 
s e  ha  podido a i s l a r ,  y  en muchos casos  s ecuenc i a r  y  d e t e r -  
minar l a  l o c a l i z a c i d n  cromosdmica de aproximadamente 2 0  on- 
cogenes.  
A p e s a r  de no habe r se  empleado t g c n i c a s  de t a n  a1 t a  
s e l e c t i v i d a d ,  - es ev j  den te  en 1  os p r e s e n t e s  ensayos , 1  a  
p r e s e n c i a  de d i f e r e n c i a s  a  n i v e l  gen6mic0, que de a lguna ma- 
n e r a  confirman p a r a  e l  modelo mamario humano, y desde un en- 
foque d i f e r e n t e ,  10s  ha l l azgos  e fec tuados  s o b r e  o t r o s  s i s -  
temas, con metodo$ogZas m6s s o f i s t i c a d a s  
E l  hecho de no c o n t a r  con 1  a s  f a c i l  idades  adecuadas 
p a r a  e l  d e s a r r o l l o  de e s t e  t i p 0  de t e c n o l o g l a s ,  d i f i c u l t 6  
1 a p o s i b i l  i d a d  de p ro fund iza r  1  a s  inves  t i g a c i o n e s  en e s  t e  
s e n t i d o .  Por e s t e  motivo,  y f r e n t e  a  10s  i n t e r e s a n t e s  r e -  
s u l t a d o s  ob ten idos  en r e l a c i 6 n  a  10s  d i g e r i d o s  con Sma I en 
l a s  f i g u r a s  1 9  y 2 0 ,  s e  d i r i g i 6  entonces  l a  a t enc i6n  h a c i a  
e l  e s t u d i o  de l a  m e t i l a c i 6 n  del  ADN en c 6 l u l a s  neopl i i s icas .  
A1 e n f r e n t a r  10s d i g e r i d o s  d-e Sma I con ADN-sonda hom6lo- 
go de s ecuenc i a s  i n v e r t i d a s  o  t o t a l e s ,  pudo obse rva r se  una 
disminuci6n de fragmentos de a1 t o  peso molecular  en l a s  
mues t ras  tumorales  con r e s p e c t o  a  1  a s  normales .  El l o  pudo 
debe r se  a  un aumento de 10s s i t i o s  de r e s t r i c c i 6 n  pa ra  Sma I 
en  e l  t e j i d o  n e o ~ l % s i c o ,  o a  una disminuci6n del  nfimero de 
c i t o s i n a s  m e t i l a d a s ,  pues to  que l a  enzima c o r t a  l a  secuen-  
cia C - C - C - G - G - G ,  per0  no C-C-5mC-G-G-G. Una t e r c e r a  p o s i b i -  
l i d a d  e s  que e l  ADN normal haya s i d o  d i n e r i d a  pa rc i a lmen te .  
S i n  embargo, t r e s  hechos con t r ad i cen  e s t a  Gltima h i p 6 t e s i s :  
a )  AlZcuotas de 10s  d i g e r i d o s  con Sma I r e s u e l t a s  e l e c -  
t r o f o r 6 t i c a m e n t e  e n ' g e l e s  de aga rosa ,  tef i idos con bromuro 
de e t i d i o ,  no mostraron d i f e r e n c i a s  t a n  ev iden te s  a1 v i s u a -  
l i z a r l o s  con l u z  u l t r a v i o l e t a .  
b) E l  empleo de ADN-sonda h e t e r 6 l  ogos tampoco r e v e l a  
una banda t a n  n o t o r i a  en A3TJ de o r igen  normal. 
c )  Ambas mues t r a s ,  normal y tumoral , fueron p u r i f i c a -  
da s ,  d i g e r i d a s  y a n a l i z a d a s  en forma p a r a l e l a  y en i d 6 n t i c a s  
condic iones  . 
La i n f l u e n c i a  de l a  m e t i l a c i h n  de ADN sob re  funciones  
t a l e s  como 1  a  d i f e r e n z i a c i h n ,  d i v i s i 6 n  c e l u l  a r  y regu i  ac i6n  
de l a  exp re s i6n  ggnica ,  s u g i e r e  una p o s i b l e  r e l a c i 6 n  e n t r e  
e l  grado y / o  d i s t r i b u c i h n  de 10s  r e s iduos  de 5 m C  y l a  onco- 
g e n e s i s .  E l  1  o  e s  inmedia to ,  considerando que 1 as  an t ed i chas  
son  a lgunas  de l a s  funciones  m5s f recuenxe y dram5ticamen- 
t e  a1 t e r a d a s  en c 6 l u l a s  t rans formadas .  
A1 r e s p e c t o ,  R .  Holl iday propuso en 1 9 7 9  ( 1  59)  una t e -  
o r l a  por l a  cual  e s  p o s i b l e  i n t e r p r e t a r  l a  ca rc inog6nes i s  
como e l  r e s u l t a d o  de anormalidades a  n i v e l  de l a  me t i l ac iSn  
de ADN. Sasiindose en e l  hecho que l a  ~ r o b a b i l  idad de muta- 
c i 6 n  e s  generalmente mucho menor que l a  f r ecuenc i a  de t r a n s -  
formaci6n pa ra  c 6 l u l a s  murinas ,  inversamente a  l o  que ocu r r e  
en c 6 l u l a s  humanas, mien t ras  que en a ~ b a s  l a  f r e c u e n c i a  de 
mutaci6n esperada  e s  semeian te ,  p o s t u l a  que l a  a p a r i c i 6 n  del  
f e n o t i p o  t ransformado puede deberse  a  cambios ep igen6 t i cos .  
H .  Rubin por  o t r a  p a r t e ,  tambien e s  p a r t i d a r i o  de e s t a  
a f  i rmaci6n (1  6 0 )  . 
Apoya e s t a  i d e a  e l  fen6meno de r e v e r s i 6 n  de c 6 l u l a s  neo- 
p l 6 s i c a s  a1 f e n o t i p o  normal,  observado " in  v i t r o "  e  " in  vivo" 
en ausenc i a  de mutaci6n.  
Se s u g i e r e  entonces  que un dafio a1 ADN (acc i6n  de c a r -  
cint lgenos,  r a d i a c i 6 n  UV) sepuido por un mecanismo de r epa -  
r a c i 6 n  por e s c i s i 6 n ,  producen 10s  cambios ep igene t i cos  en 
l a  exp re s i6n  ~ B n i c a  responsabl  e s  de I a  t ransformaci6n c e l u -  
l a r ,  s iempre  que ocur ran  inmediatamente a n t e s  o  despu6s de 
s z n t e s i s  de ADN. La m e t i l a c i 6 n  de secuenc ias  adyacentes  a 
un pen de t e rmina r i a  s u  t r a n s c r i p c i 6 n .  La r epa rac i6n  del 
ADN puede provocar  l a  de sme t i l ac i6n  de l a  cadena r e - s i n t e -  
t i z a d a ,  y produc i r  una expres i6n  a b e r r a n t e ,  que e s  heredn-  
b l e ,  pe ro  tambi6n po tenc ia lmente  r e v e r s i b l e .  As5, l a  p ro-  
b a b i l i d a d  de cambios ep igene t i cos  en l a  a c t i v i d a d  g6nica 
d e ~ e n d e r ' i a  de l a  a c t i v i d a d  de enzimas me- t i l an tes ,  l a  c in6 -  
t i c a  de r epa rac i6n  por  e s c i s i h ,  y e l  grado de d i v i s i 6 n  ce -  
l u l a r  de un t e j i d o  o t i p 0  c e l u l a r  en p a r t i c u l a r .  
La t e o r l a  de Hol l iday  no excluye aqu6 l l a  que a t r i b u y e  
a  l a s  mutaciones l a  causa  de l a  t rans formacihn ,  pero  s i  i u s -  
t i f i c a  10s  casos  en 10s  c u a l e s  no e s  apl i c a b l e .  
Por o t r a  p a r t e ,  carc in6penos  t a l e s  como b e n z o ( a ) p i r e -  
no,  n i t r o s o m e t i l - u r e a ,  mostazas n i t rogenadas ,  luz  u l t r a v i o -  
l e t a  ( 1 6 1 )  y e t i o n i n a  ( 1 6 2 )  producen h ipomet i l ac i6n  del  ADN 
en forma comprobada . 
Por l o  t a n t o ,  l a  disminuci6n de l a  me t i l ac i6n  en c 6 l u l a s  
neop l5s i ca s  puede s e r  cons iderada  como una causa p r i m a r i a ,  
causa  s ecunda r i a ,  o  un e f e c t o  en l a  c a r c i n o g e n e s i s ,  y ha  
s i d o  o b j e t o  de e s t u d i o  por  d i v e r s o s  l a b o r a t o r i o s .  S in  em- 
bargo ,  l a  mayor p a r t e  de 1 0 s  ensayos s e  han r e a l i z a d o  en 
c u l t i v o s  c e l u l a r e s ,  y e x i s t e n  pocos da to s  sobre  l o  que ocu r r e  
en  tumores p r imar io s  humanos (1  2 9 ,  1 6 3 ,  164)  
Los r e s u l t a d o s  p resen tados  en l a  s ecc i6n  des t i nada  a1 
e s t u d i o  de l a  m e t i l a c i 6 n  en A3N ( I I I B ) ,  ind ican  que e l  t e -  
j i d o  mamario tumoral s e  h a l l a  h ipomet i lado con r e s p e c t o  a l  
tej ic?o normal,  m ien t r a s  que ADN provenien te  de l a  l l n e a  c e -  
l u l a r  T47D p r e s e n t a  e l  menor grado de m e t i l a c i 6 n .  
E s t a  a f i r m a c i h  su rge  por  una p a r t e ,  de l  a n g l i s i s  den- 
s i t o m 6 t r i c o  de 10s  p e r f i l e s  de r e s t r i c c i 6 n  ob ten idos  por 
d i g e s t i 6 n  con l a s  endonucleasas Hpa I1 y Ysp I ( f i g u r a s  2 4 ,  
2 5 ,  28 y 29.  Los pa t rones  ae  r e s t r i c c i 6 n  fueron  v i s u a l i z a -  
dos empleando dos e s t r a t e ~ i a s  d i f e r e n t e s  : a )  t i n c i 6 n  del  
pel con bromuro de e t i d i o  y  f o t o g r a f l a ;  b )  Au to r r ad iop ra f i a  
de hzb r idos  formados nor  h i b r i d a c i 6 n  de A P J  tumoral sonda 
con fragmentos de r e s t r i c c i S n  t r a n s f e r i d o s  a  f i l t r o s  de 
n i t r o c e l u l o s a .  
En sendos  t r azados  dens i tom6t r icos  pudo d e f i n i r s e  que 
10s  sepmentos conteniendo C-5mC-G-G e s t 5 n  fundamentalmente 
r ep re sen t ados  por  l a  poblaci6n de a l t o  peso molecular  en 10s  
d i g e r i d o s  de Hpa 11, 10s  c u a l e s  se,quramente son c l i v a d o s  p o r  
Msp I ,  y cont r ibuyen  a1 aumento de e spec i e s  de menor tamafio 
molecular  en s u  g r g f i c a  correspond.iente.  Por ambos mgtodos 
a n t e d i c h o s ,  s e  determin6 que 10s  fragmentos conteniendo 
l a  s ecuenc i a  de reconocimiento  m e t i l a d a ,  s e  h a l l a n  en mayor 
p roporc idn  en ADN normal,  in te rmedia  en ADN tumoral ,  y me- 
n o r  en ADN de T47D.  No o b s t a n t e ,  no s e  puede d e s c a r t a r  l a  
p r e s e n c i a  de poblaciones  h ipe rme t i l adas  en ADN tumora l ,  co-  
mo s e  observa en l a  f i g u r a  25  por e l  l e v e  desplazamiento  de 
s u  t r a z a d o  h a c i a  e l  o r igen  en l a s  e spec i e s  de mayor tamafio, 
y l a  absorbanc ia  aumentada de segmentos de tarnal50 in te rme-  
d i o  en e l  p e r f i l  de Hpa I1 (panel  A) ,no ev iden te  en e l  de 
Msp I (panel  B ) .  S i n  embargo, e s  d i f l c i l  i n t e r p r e t a r  e l  s i g -  
n i f i c a d o  en e s t a s  g rGf i ca s ,  del  aumento o  disminuci6n de seg-  
mentos de peso molecular  in te rmedio ,  pues to  que pueden p ro -  
v e n i r  de una mayor d i g e s t i 6 n  de e spec i e s  mayores, o  de una 
i n h i b i c i d n  del  c o r t e  responsab le  Ze segmentos m5s pequefios. 
Las d i f e r e n c i a s  e n t r e  10s pa t rones  v i s u a l i z a d o s  por 
l a s  dos e s t r a t e g i a s  empleadas, podrria haberse  debido a  l a  
u t i l i z a c i d n  de pa re s  de b i o p s i a s  p rovenien tes  de d i f e r e n -  
t e s  p a c i e n t e s .  S in  embargo, no s e  esperan  v a r i a c i o n e s  i n d i -  
v i d u a l e s  t a n  dramgt icas  en e s t e  t i p 0  de a n G I i s i s .  Por o t r a  
p a r t e ,  e l  ADN de l a  misma l i n e a  c e l u l a r  T47D exh ib i6  d i f e -  
r e n t e s  t r a z a d o s  cuando s e  e s t u d i 6  por e s t o s  dos m6todos 
a1 t e rna t ivamen te .  Por l o  t a n t o ,  e s  m G s  probable  que e s t a s  
v a r i a c i o n e s  s e  deban a1 fundamento de l a  t g c n i c a  de d e t e c -  
c i 6 n  en s l :  Tanto e l  ADN t r a n s f e r i d o  a1 f i l t r o  de n i t r o c e -  
l u l o s a ,  como e l  ADN-sonda son secuenc i a s  t o t a l e s .  Consecuen- 
temente ,  con t ienen  mayor proporci6n de secuenc ias  r e p e t i t i -  
vas que Gnicas.  Bajo l a s  mismas condic iones  exper imentales  
de incubac i6n ,  s e  e s p e r a  aue l a s  pr imeras  h i b r i d e n  con ma- 
y o r  f a c i l i d a d  que l a s  f i l t imas .  As?, l a  t 6 c n i c a  d e  h i b r i d a -  
c i 6 n  molecular  p o d r i a  e s t a r  "se1eccionando" l a  de t ecc i6n  de 
s ecuenc i a s  r e p e t i t i v a s  con una sefial m5s i n t e n s a  que l a  de 
s ecuenc i a s  f in icas ,  m ien t r a s  que l a  t i n c i 6 n  con bromuro de 
e t i d i o  no. 
La comparaci6n de 10s  r e s u l  t ados  cb ten idos  con l a  1 5 -  
nea c e l u l a r  T 4 7 D  i n d i c a r f a n  un aumento de 10s s i t i o s  C - C - G - G  
pues to  que s u s  t r azados  s e  mantienen por debajo  de  10s co- 
r r e s p o n d i e n t e s  a  ADN tumora l ,  t a n t o  en d i g e r i d o s  de Hpa I1 
€panel  C)  , como de Msp I (panel  D) . Habiendo sembrado can-  
t i d a d e s  i d e n t i c a s  de ADN de cada muestra en e l  gel  de aga-  
r o s a ,  s e  asume que I s  disminuci6n de m a t e r i a l  cor respondien-  
t e  a  l a  l h e a  c e l u l a r  en ambos p e r f i l e s ,  e s  consecuencia de 
s u  d i g e s t i 6 n  h a s t a  fragmentos muy pequefios, que migraron 
f u e r a  de l  g e l .  
La dup l i cac i6n  y aneup lo id i a  son fen6menos f r e c u e n t e -  
mente d e s c r i p t o s  pa ra  I  Tneas c e l u l a r e s  ( 1  65)  . Las o c u r r i d a s  
en 6 s t a  en p a r t i c u l a r ,  pudieron i n v o l u c r a r  probabl  emente , 
fragmentos conteniendo l a  secuenc ia  de reconocimiento co-  
mfin a  Hpa I1 y Nsp I en s u  e s t ado  desmet i lado.  E l l o  e x p l i -  
c a r l a  no ~ 6 1 0  e l  aumento de s i t i o s  de c o r t e  para  ambas, s i -  
no tambi6n una disminuci6n de l a  can t idad  de c i t o s i n a s  me- 
t i l a d a s  sob re  l a s  t o t a l e s .  Las secuenc ias  r i c a s  en G C  s e  
encuent ran  d i s t r i b u z d a s  no a1 a z a r  den t ro  del  genoma, por ' 
l o  que e s  de e s p e r a r  que e s t e  e f e c t o  s e a  m 5 s  n o t o r i o  a1 em- 
p l e a r  1 a h i b r i d a c i 6 n  molecular  como m6todo de de t ecc i6n  de 
10s pa t rones  de r e s t r i c c i 6 n .  
Los da to s  r e s u l t a n t e s  del  e s t u d i o  dens i tom6t r ico  de 
10s pa t rones  de r e s t r i c c i 6 n  concuerdan con 10s  contenidos  
r e l a t i v o s  de 5mC ana l i zados  por HPLC ( t a b l a  V I I I ) .  Los n i -  
v e l e s  de 5mC en t e j i d o  normal (5 ,03% + 0,451 fueron  mayo- 
r e s  que 10s  co r r e spond ien t e s  a  t e i i d o  tumoral (3 .25% r 0 , 2 8 ) ,  
m ien t r a s  que e l  ADM de l a  l i n e a  T 4 7 D  r e s u l t 6  poseer  e l  me- 
nor  con ten ido  (1 ,63% + 0 ,30 ) .  
Nive les  r e l a t i v o s  de 5mC en ADN de l i n e a s  c e l u l a r e s ,  
menores que en t e j i d o  , han s i d o  d e s c r i p t o s  (125 a  1 3 0 ) ,  
aunque e x i s t e n  d i s c r e p a n c i a s  en e s t e  s e n t i d o ( l 6 6 ) ,  debidas  
probablemente a  10s  d i f e r e n t e s  mgtodos y f u e n t e s  de ADN em- 
p l eados .  E l  e s t a b l e c i m i e n t o  de una 1  i nea  c e l u l  a r  conduce 
a  cambios en e l  ADN t a l e s  como r e a r r e g l o s ,  dup l i cac iones ,  
del :eciones,  y afin desme t i l ac i6n  (167).  Los da tos  sob re  l a  
m e t i l a c i 6 n  de l  ADN u t i l i z a n d o  como modelo e l  cul  t i v o  c e l u -  
l a r  deben s e r  pues considerados  cau te losamente ,  pues to  qxe 
qu i z& no r e f l e j e n  l o  que ocu r r e  " in  vivo" en r e l a c i 6 n  a  
e s t e  fen6meno. Los da to s  aqul  p resen tados  s e r i a n  prueba de 
e l  l o ,  a1 menos en e l  e j  empl o  de carcinoma mamario. 
Por o t r a  p a r t e ,  10s  h a l l a z g o s  repor tados  en e l  Dresen- 
t e  e s t u d i o ,  coincide11 con 1  os escasos  r e su l  t ados  d e s c r i p -  
t o s  p a r a  o t r o s  tumores humanos, ya que en co lon  y pulm6n se 
encon t r6  una menor m e t i l a c i d n  def t e j i d o  tumora3 can r e s -  
p e c t o  a1 normal ( 1 2 9 ,  1 6 4 ) .  
Dado que l a  h ipomet i l ac i6n  s e  a s o c i a  con un aumento de 
l a  exp res i6n  gGnica, 10s  d a t o s  aqul  expuestos  cuncuerdan con 
l a  h i p 6 t e s i s  de l a  d e s r e p r e s i 6 n  de c i e r t o s  genes c e l u l a r e s  
en r e l a c i 6 n  con e l  p roceso  de t ransformaci6n  c e l u l a r .  
En suma, en  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  s e  ha  demostrado l a  
e x i s t e n c i a  de d i f e r e n c i a s  gendmicas e n t r e  ci2lulas mamarias 
humanas normales y n e o p l 5 s i c a s .  E s t a s  d i f e r e n c i a s  s e  encuen- 
t r a n  ya  s e a  a  n i v e l  de cambios en 1  a s  bases  de determinadas 
s ecuenc ia s  gendmicas, como a  n i v e l  de s u  modi f icac idn  e p i -  
genetics por  m e t i l a c i 6 n  en r e s iduos  de c i t o s i n a .  
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ABREVIATUWS UTILIZADAS 
A : adenina 
*260  : absorbancia (densidad 6ptica) a 260 nanometros 
AZ80: absorbancia (densidad Bptica) a 280 nanometros 
A.E.: actividad especlfica 
ADN : 5cido desoxirribonucleico 
ADNasa: desoxirribonucl easa 
ARN : 5cido ribonucleico 
A-Wasa : ribonucl easa 
5azaC : 5-aza-citidina 
bp : nares de bases 
BSA: seroalbtimina bovina 
C : citosina 
Ci : Curie 
Cot : Concentraci6n de AgN (noles de nucle6tidos/l) x tiempo 
de reasociaci6n (segundos) 
cpm : cuentas por minuto 
ctf : centrifugaci6n 
dATP: desoxiadenosina S'trifosfato 
dCTP: desoxicitidina S'trifosfato 
dGTP: desoxiguanidina 5'trifosfato 
dTTP: desoxitimidina S'trifosfato 
DTT : ditiotreitol 
ECot: Cot equivalente 
ABIEVTATUPAS UTILIZADAS (Continuaci6n) 
EDTA : Zicido e t i l g n  diamino t e t r a c g t i c o  
G : guanina 
HAP : h i d r o x i l a p a t i t a  
Hmg : grupo de pro te inas  cromos6micas ac id icas  de a l t a  mo- 
v i l i d a d  e l e c t r o f o r 6 t i c a  (high mobil i ty  group) 
HPLC: cromatograffa Izquida de a l t a  presi6n 
IAC : soluc i6n  de alcohol isoamll ico - cloroformo ( 1 : 2 4  v / v )  
Kbp : k i l o  pares  de bases 
6mA : 6 meti l  adenina 
5mC : 5 meti l  c i t o s i n a  
mcg : m i l  icentigramos 
3 D B P  : pro te lna  l igadora  de ADN r i c o  en 5mC ( 5 m C  DNA r i ch  
binding p ro te in )  
FWTV : v i r u s  de tumor mamario murino (mouse mammmary tumor 
v i r u s )  
nm : nancrmetros 
PB : b u f f e r  f o s f a t o  de sodio (cantidades equimoleculares 
de f o s f a t o  de sodio monob5sico y dibiisico,  pH 6 , 7 )  
Pipes:  g ipe raz ina  N , N 1  b i s  (2-etano) su l f6nico  
pp : prec ip i t ado  
rpm : revoluciones por minuto 
RT .: tiempo de re tenci6n  
SDS : dodecil  s u l f a t o  de sodio 
s n  : sobrenadante 
ABREVIATURAS UTILIZADAS (Continuaci6n) 
SSC : solucibn salina-citrato concentrada (NaCI 0 , l S  M - 
citrato de Na 0,015 M) 
SV40 : virus de mono 40 (simian virus 40) 
T : timina 
TCA : Qcido tricloro acetic0 
TCN : tiocianato 
TEMED : N,N,Nf,N' tetra metilen diamina 
Tm : temperatura media de fusi6n. Temperatura a la cual el 
50% del ADN se ha1 1 a 2esnatural izado (me1 ting temperature) 
TNE : soluci6n conteniendo Tris-HC1 50mN - pH 7,8 - EDTA 20 mbI 
NaCI . 
Tris: Tri (hidroximetil) amino-etano. 
U.E. : unidad enzimstica 
u : micro 
U.V. : ultravioleta 
vol : volumen(es) 
